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Resumen

La muerte de células miocérdicas secundaria a una oclusién coronaria
aguda es la responsable directa de la mayoria de los eventos clinicos que
padecen los pacientes que ingresan en el hospital con un infarto agudo de
miocardio (IAM). Una vez que se produce una oclusion coronaria, la rapida
reinstauracion del flujo coronario o reperfusion es una condicién indispensable
para que no se produzca la muerte de los cardiomiocitos isquémicos. Sin
embargo, las estrategias de revascularizacion de emergencia tienen una
limitada eficacia como consecuencia de la muerte adicional causada por
mecanismos desencadenados durante la reperfusion sobre los cardiomiocitos
gue sobreviven a la isquemia previa. Este fenébmeno se conoce como dafio letal
por reperfusion y se produce principalmente durante los primeros minutos de la
reperfusion en forma de muerte celular por necrosis. El dafio miocéardico
producido en la fase aguda del IAM puede provocar cambios progresivos en el
miocardio no infartado que llevan a la dilatacion ventricular propia de la
insuficiencia cardiaca, incluso llegando a ocasionar la muerte, y que se
conocen como remodelado ventricular adverso (RVA). La traslacion del
conocimiento sobre el dafio letal por reperfusién a la practica clinica esta
resultando lenta. Diversos factores podrian hacer que los resultados obtenidos
de forma experimental puedan no ser aplicados a pacientes con IAM.

En primer lugar, junto a la muerte celular inmediata, se ha sugerido la
existencia de una muerte tardia de los cardiomiocitos desencadenada por una
respuesta inflamatoria al dafio miocardico en conjuncién con la activacion de
mecanismos apoptoéticos. Esta muerte tardia contribuiria junto con otra serie de
respuestas adaptativas al patron de RVA. Sin embargo, estudios recientes
cuestionan la contribucion de la apoptosis en la muerte de los cardiomiocitos y
en la extension final del tamafio del infarto.

En segundo lugar, factores como la hipertension, la diabetes mellitus tipo
2 (DM-2) o la obesidad aparecen en muchos pacientes con IAM y pueden
modificar la tolerancia al dafio letal por reperfusion y el RVA. Si bien la
obesidad es un factor de riesgo principal asociado a la cardiopatia isquémica
con una prevalencia en continuo aumento, diferentes estudios sugieren que los
individuos con sobrepeso y los obesos presentan una mejor evolucion de la
enfermedad coronaria establecida. Este fendmeno controvertido y poco

caracterizado se conoce como paradoja de la obesidad.
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Resumen

El trabajo experimental de esta tesis aborda algunos de estos factores
gue limitan la traslacion del concepto de dafio letal por reperfusiéon a la practica
clinica y para ello, desarrolla un modelo de isquemia y reperfusion (IR)
miocardica in vivo en ratén.

En primer lugar, mediante la oclusion aguda transitoria de la arteria
coronaria izquierda, este modelo nos ha permitido reproducir la patologia
cardiaca con caracteristicas funcionales y estructurales similares a las
presentadas por los pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM).

En segundo lugar, se ha investigado el papel de la apoptosis en el dafio
letal por reperfusion mediante el estudio de los efectos de nuestro modelo de
oclusion coronaria transitoria en un raton con doble delecion cardioespecifica
de los genes para las caspasas 3 y 7, proteasas clave en el mecanismo
apoptotico. Los resultados obtenidos nos han permitido concluir que la
apoptosis no contribuye a la muerte celular de los cardiomiocitos, ni durante las
primeras fases de la reperfusion, ni mas tardiamente en el proceso de RVA,
siendo esta muerte principalmente por necrosis y durante las primeras horas de
reperfusion.

En tercer lugar se ha analizado el efecto de la obesidad en la tolerancia
del miocardio al dafio por IR. Para ello, se ha desarrollado y caracterizado un
modelo de obesidad inducida por dieta alta en grasas en ratones BDF1, y se ha
determinado el efecto de la obesidad en la mortalidad y el RVA tras un episodio
de oclusion coronaria transitoria. Este estudio ha permitido obtener un modelo
de raton con obesidad inducida por dieta alta en grasas en ausencia de
hipertension arterial y otras comorbilidades asociadas que presenta una mayor
tolerancia al dafio por IR y apoya la existencia del fenomeno conocido como
paradoja de la obesidad, segun el cual, los efectos de una oclusién coronaria
transitoria pueden ser menos nocivos en pacientes obesos. Finalmente,
nuestros resultados sugieren que el efecto paradojico de la obesidad podria
estar asociado a la cardioproteccion generada por la sobreproduccion de
determinadas citoquinas, adipoquinas e insulina.

En conclusién, el presente trabajo demuestra mediante la utilizacion de
un modelo de oclusién coronaria transitoria en el ratdn con supervivencia
prolongada, que la apoptosis desempefia un papel irrelevante en el dafio por

IR, mientras que las comorbilidades asociadas a la cardiopatia isquémica, y en
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Resumen

concreto la obesidad, tienen un efecto de gran relevancia en la tolerancia del
miocardio al dafio por IR.
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Introduccién

1. CARDIOPATIA ISQUEMICA Y DANO POR
REPERFUSION

La cardiopatia isquémica constituye la principal causa de muerte e
incapacidad a nivel global y su prevalencia aumenta continuamente en el
conjunto de la poblacion mundial (Forouzanfar et al., 2012). El impacto social
de la cardiopatia isquémica es enorme, no soélo por la mortalidad que causa, si
no también por la morbilidad, la pérdida de la calidad de vida que provoca y el
elevado coste econdmico de todo ello. EI mecanismo fisiopatolégico que
provoca la muerte de los cardiomiocitos, es el responsable directo de la
mayoria de las complicaciones que causan la muerte de los pacientes que
ingresan en el hospital con un sindrome coronario agudo (Thompson et al.,
1979).

La extension de la muerte celular (area del infarto, Al) depende
principalmente del tamafo del territorio distal a la placa coronaria responsable
(area en riesgo, AR), de la presencia y magnitud del flujo residual (en forma de
oclusion parcial, irrigacion colateral o ambas) y de la duracién de la isquemia
(Garcia-Dorado et al., 1987). Por tanto, el principal objetivo terapéutico frente a
una oclusién coronaria es la rapida restauracion del flujo coronario o
reperfusion. Cuando la reperfusion tiene lugar muy precozmente (antes de que
hayan transcurrido aproximadamente 30 minutos de isquemia severa), se
previene la muerte celular. Si se produce mas tardiamente, el efecto final es
gue se salvara una parte del miocardio, tanto menor cuanto mas tardiamente
comience el periodo de reperfusion. En la préactica clinica la reperfusion se
produce casi siempre demasiado tarde para prevenir completamente la muerte
celular, pero dentro de un intervalo en el que si es efectiva en disminuir el
porcentaje de células que sin la restauracion del flujo sanguineo moririan
irremediablemente (Garcia-Dorado et al., 2004).

Esta solidamente demostrado que cuando la reperfusion se realiza
durante este intervalo, en el que se salva parte del miocardio isquémico, se
produce una muerte celular adicional durante los primeros minutos después de
la restauracion del flujo sanguineo, en forma de necrosis, por mecanismos

desencadenados por la reperfusion y no por la isquemia previa, y que puede

21



Introduccién

prevenirse mediante intervenciones aplicadas en el momento de la reperfusion.
Este fendbmeno se conoce como dafio letal por reperfusion y es de gran
importancia porque ofrece la posibilidad de afadir en el momento de la
restauracion del flujo tratamientos farmacoldgicos que aumenten la eficacia de

la reperfusion (Piper et al., 1998).
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2. MECANISMOS CELULARES DEL DANO POR
REPERFUSION

El dafio letal por reperfusiéon, definido como la muerte celular que se
desencadena de forma secundaria a un proceso de isquemia transitorio y
prevenible mediante la aplicacion de estrategias en el momento de la
reperfusién, es un elemento imprescindible en la fisiopatologia de la IR
miocardica (Inserte et al., 2002; Garcia-Dorado et al., 2009). Los mecanismos
moleculares y celulares por los que se rige no estan claramente definidos. Se
ha propuesto que las alteraciones en la homeostasis del calcio (Ca®") celular y
la formacién de radicales libres del oxigeno (RLO) juegan un papel central
como parte de estos mecanismos.

Durante los primeros minutos del periodo isquémico, la falta de oxigeno
paraliza la sintesis de adenosin 5'-trifosfato (ATP) provocando un déficit de
energia. El metabolismo anaerobio mantiene una sintesis residual de ATP,
pero a costa de la sobreproduccién de protones (HY), lo que deriva en una
rapida acidosis (Inserte et al., 2002; Inserte et al., 2008). En el inicio de la
reperfusion se produce una sobrecarga intracelular de Na* como consecuencia
de su aumento durante la isquemia a causa de la activacion de los
transportadores Na'/H® y Na'/HCOs; asociada a la normalizacion del pH
intracelular, y por la entrada de Na* procedente de cardiomiocitos adyacentes
mediante uniones de tipo gap (Ruiz-Meana et al., 1999; Garcia-Dorado et al.,
2004; Inserte et al., 2009). Junto a esta entrada masiva, la salida de Na* se
encuentra reducida a causa de la alteracion en la actividad de la Na'/K*
ATPasa desencadenada por la activacion de las proteasas calpainas (Inserte et
al., 2005). La sobrecarga de Na" intracelular provoca una pérdida del gradiente
transarcolemal de Na* favoreciendo que el intercambiador Na‘/Ca®*" (NCX)
actlle en modo reverso y se produzca una entrada neta de Ca?' al citosol
causando un aumento en la concentracion de Ca*' citosélico. En los
cardiomiocitos que reactivan la produccion de energia mitocondrial, la
sobrecarga de Ca®" citosolico varfa de forma oscilatoria entre el citosol y el
reticulo sarcoplasmico dando como resultado repeticiones rapidas de picos de

concentracion citosolica de Ca?*. Estas oscilaciones en la concentracién de
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Ca?" desencadenan la activacién descontrolada de la maquinaria contrActil
provocando una hipercontraccion irreversible de los cardiomiocitos. El estrés
mecanico que padecen los cardiomiocitos como consecuencia del acortamiento
celular extremo provoca la rotura de la membrana sarcolemal y la muerte
celular. Analisis histolégicos han demostrado que los infartos reperfundidos
estan constituidos por areas de necrosis en bandas de contraccion formadas
por cardiomiocitos que han sufrido esta hipercontraccion (Barrabes et al.,
1996). El patron histolégico de necrosis en bandas de contraccion también
puede deberse a la contraccion asociada con el rigor independiente del Ca**.
Este mecanismo de contraccion tiene lugar en aquellas situaciones en las que
se produce una lenta recuperacion de la produccién de energia durante la
reperfusion (Ladilov et al., 2003).

La reperfusion miocérdica también provoca un fuerte aumento de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial que es incompatible con una
produccion eficiente de ATP. Este fendbmeno se ha explicado como
consecuencia de la apertura de un megacanal denominado poro de transicion
mitocondrial (mPTP) cuya estructura se desconoce todavia. La permeabilidad
de la membrana mitocondrial se produciria a causa de la sobrecarga de Ca*",
la sintesis de RLO y la normalizacion del pH intracelular (Halestrap et al., 2004,
Baines et al., 2005). Los RLO favorecen directamente la apertura del mPTP y
agravan las alteraciones de la homeostasis del Ca® oxidando proteinas
implicadas en su regulacion como la CaMKIl, o la tetrahidrobiopterina, lo que
resulta en una menor produccion de NO e inhibicion de la via de sefalizacion
del GMPc/PKG (Halestrap et al., 2004; Erickson et al., 2011). Esta reduccion en
la actividad de la PKG acelera la normalizacion del pH inhibiendo la NHE y
favoreciendo las oscilaciones del Ca?* (Inserte et al., 2011)

El aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial y la
hipercontractura secundaria a la sobrecarga y a las oscilaciones de Ca*" estan
interrelacionadas. Por un lado, las oscilaciones de Ca®" favorecen la apertura
del mPTP y por otro, la permeabilizacién mitocondrial promueve la salida de
Ca®" hacia el citosol, favoreciendo ambos procesos el desarrollo de maés
oscilaciones e hipercontractura (Ruiz-Meana et al., 2007; Abdallah et al., 2011).
La hipercontractura parece desempefiar un papel mas importante en la génesis

de la muerte celular después de episodios de isquemia relativamente breves,
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mientras que el mPTP es el principal mecanismo de la muerte celular por
reperfusion después de una isquemia prolongada (Ruiz-Meana et al., 2011).

Junto con la hipercontractura, el edema celular que se produce durante
la reperfusion es otro de los factores que contribuyen al estrés mecanico
causante de la rotura sarcolemal. Este edema es el resultado del rapido lavado
de moléculas osmoticamente activas acumuladas en el espacio intersticial
durante la isquemia como consecuencia del metabolismo anaerobio (Piper et
al., 1998).

Finalmente, la tolerancia de la membrana sarcolemal a la tensién
mecanica causada por la hipercontractura y el edema celular esta reducida de
forma critica por el aumento de la fragilidad del citoesqueleto. Esta mayor
fragilidad estda causada por la hidrélisis de proteinas estructurales llevada a
cabo principalmente por las proteasas dependientes de Ca?* denominadas
calpainas (Inserte et al., 2004).
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3. MUERTE CELULAR DURANTE LA REPERFUSION

Como consecuencia del dafio por reperfusion, los miocitos mueren
principalmente por necrosis durante los primeros minutos de la reinstauracion
del flujo sanguineo mediante los mecanismos explicados con anterioridad. En
1994 se describe por primera vez la muerte por apoptosis en el miocardio
sometido a IR (Gottlieb et al., 1994). Posteriormente, numerosos estudios han
sugerido que la apoptosis contribuye, en mayor o menor medida, a la muerte
de los cardiomiocitos en el miocardio reperfundido. Se ha propuesto que la
muerte por apoptosis puede ser un importante componente etioldégico de la
insuficiencia cardiaca, en particular en la transicion del remodelado ventricular
compensatorio a la insuficiencia cardiaca (Garg et al., 2005). Sin embargo,
estudios mas recientes ponen en entredicho la capacidad de los cardiomiocitos

para activar la maquinaria apoptética (Sanchis et al., 2008).

3.1. Necrosis frente a apoptosis

La necrosis se define como la muerte celular causada por una alteracion
grave en la homeostasis celular. Este proceso se caracteriza por una rotura de
la membrana plasmatica y de la membrana de las organelas intracelulares,
incluyendo la mitocondria, que provoca la liberacion del contenido extracelular,
la fragmentacion del ADN sin un patron definido, y una respuesta inflamatoria.
Este tipo de muerte celular esta caracterizado por el caos y el desorden, y no
sigue un patron definido de procesos de deterioro celular (Amenta and Baccino,
1989).

De forma contraria, la apoptosis o0 muerte celular programada desarrolla
un patron tipico de eventos morfolégicos que sigue un orden establecido y que
se caracteriza por la degradacién internucleosomal del ADN (Condorelli et al.,
2001). En la fase inicial de la apoptosis se produce una condensacion de la
cromatina, posterior fragmentacion y formacion de cuerpos apoptoticos
(material celular resultante de la fragmentacibn rodeado de membrana
plasmatica), desanclaje del resto del tejido y una rapida fagocitosis por células
vecinas como macréfagos o células del parénquima, todo ello en ausencia de

inflamacion. A diferencia de la necrosis que es un proceso cadtico, la apoptosis
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es un proceso ordenado que consume energia en forma de ATP. La ejecucién
del proceso apoptético refleja vias moleculares caracteristicas que activan
mecanismos de degradacion proteolitica en los que intervienen de manera
crucial proteasas como las caspasas (Saraste and Pulkki, 2000).

A pesar de las diferencias observadas entre la necrosis y la apoptosis,
existe un cierto grado de solapamiento durante las primeras fases de ambos
procesos. La liberacién del citocromo ¢ mitocondrial se considera un nexo de
unidon entre los dos mecanismos. Entre otras cosas, su liberacion al citosol
desencadena la activacion de la cascada de las proteasas caspasas y reduce
la sintesis de ATP (Palmer et al., 2000). Se ha observado que las calpainas,
proteasas implicadas principalmente en la muerte por necrosis, tienen también
como sustrato a las caspasas que pasarian a ser activas mediante su accion
(Nakagawa and Yuan, 2000). De la misma manera, proteinas que contribuyen
a la integridad de la membrana como la fodrina y que son degradadas por las

calpainas, también son sustrato de determinadas caspasas (Han et al., 2013).

3.2. Apoptosis durante la reperfusion miocardica

Desde que en 1994 se describiera por primera vez la muerte por
apoptosis en el miocardio sometido a isquemia y reperfusion, diversos estudios
realizados con muestras obtenidas de pacientes que han sufrido un IAM, han
sugerido que la apoptosis podria contribuir de forma significativa a la muerte
celular durante la reperfusién e intervenir en el RVA (Gottlieb et al., 1994;
Olivetti et al., 1996). La presencia de muerte por apoptosis en el miocardio
reperfundido se ha demostrado a nivel experimental mediante el uso de
animales modificados genéticamente en proteinas que intervienen en las vias
apoptéticas, inhibidores de proteinas que actlan durante la apoptosis, y
técnicas de deteccion de la muerte celular como los ensayos tipo TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) (Brocheriou et
al., 2000; Lee et al., 2003; Stangherlin et al., 2011). Tomando como ejemplo
proteinas como las caspasas que intervienen en la cascada apoptética de
forma directa, algunos trabajos en los que se han utilizado animales con
sobreexpresion de la caspasa 3 han descrito un aumento del tamafio del

infarto, mientras que en otros estudios, el uso de inhibidores inespecificos de

27



Introduccién

estas proteinas ha reducido el tamafio del infarto, sugiriendo estos datos un
papel relevante de la apoptosis en la muerte celular tras la IR (Yaoita et al.,
1998; Holly et al., 1999; Yaoita et al., 2000; Condorelli et al., 2001).

Sin embargo, en contra de la importancia de la apoptosis en el dafio por
reperfusion, numerosos estudios demuestran mediante el uso de estrategias
dirigidas a prevenir el estrés mecanico que sufren los cardiomiocitos durante el
inicio de la reperfusion, que la muerte celular tras la IR se produce
mayoritariamente por necrosis (Inserte et al., 2002; Garcia-Dorado et al., 2004,
Baines et al., 2005; Nakagawa et al., 2005; Garcia-Dorado et al., 2009).

Actualmente existe gran controversia a la hora de definir cual es la
contribucion relativa de la apoptosis y la necrosis a la muerte celular durante la
reperfusion. Diversos factores como el uso de inhibidores inespecificos que
pueden actuar sobre otras proteasas diferentes a las caspasas, el
desconocimiento de algunos de los mecanismos que intervienen en la
transicion a las diferentes fases de la apoptosis tras la fragmentacion del DNA,
el solapamiento con procesos necroticos, la inespecificidad de las técnicas de
detecciéon de apoptosis tipo TUNEL que pueden dar positivo para necrosis, o el
uso de animales modificados genéticamente sin especificidad por el tipo
celular, no hacen mas que aumentar las discrepancias en torno al papel de la
apoptosis en la muerte celular tras la IR (Rodriguez et al., 2002). Ademas,
aunque la apoptosis es un mecanismo esencial en los procesos de
diferenciacion celular, su relevancia en células diferenciadas terminalmente,
como en el caso de los cardiomiocitos, no estd aclarada. De hecho,
recientemente se ha propuesto que la via de la proteasa caspasa 3 no es
operativa en cardiomiocitos adultos sugiriendo que la apoptosis no contribuiria

a la muerte de los cardiomiocitos durante la reperfusién (Sanchis et al., 2008).

3.3. Las proteasas caspasas

Las caspasas son una familia de proteasas implicadas en el inicio, el
desarrollo y la ejecucion de la apoptosis. Su forma fisioloégica es la de
precursores procaspasas Yy son activadas por lisis proteica integrandose en
cascadas de sefalizacion. Caspasas como la 8 y la 9 son responsables de
transmitir el estimulo apoptético a caspasas efectoras, como la 3 y la 7, que
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mediante su actividad proteolitica degradan proteinas estructurales criticas
para la célula.

La apoptosis puede ser activada mediante dos vias de sefalizacion
clasicas en las que intervienen las caspasas: la via de sefalizacion extrinseca
o mediada por receptores de muerte celular, y la via de sefalizacién intrinseca
0 mitocondrial (Das, 2007).

La via de sefializacion extrinseca es activada por ligandos de muerte
celular como el TNF-a o el ligando Fas. Seguidamente se activa la caspasa 8
en la superficie celular y desencadena la cascada de sefializacién apoptética
provocando la activacion secuencial de las caspasas efectoras 3 y 7 (Orogo
and Gustafsson, 2013). Varios estudios han demostrado que los ligandos de
los receptores de muerte y su posterior activacion estan implicados en el
desarrollo de la insuficiencia cardiaca. Por ejemplo, el TNF-a, ademas de ser
sintetizado y liberado por los cardiomiocitos puede ser secretado por los
macrofagos en respuesta a la isquemia miocardica (Dorge et al., 2002; Gilles et
al., 2003; Sanchis et al., 2008).

La mitocondria juega un papel esencial en la via de sefalizacion
intrinseca de la apoptosis, la cual es iniciada por diversas sefiales apoptéticas,
incluyendo pérdida de factores de crecimiento, hipoxia derivada de isquemia,
estrés oxidativo o dafio en el ADN. Estos factores desencadenan la apertura
del mPTP que provoca la liberacién al citosol de factores proapoptéticos como
el citocromo c y la activacion mediante estos de la caspasa 9 (Li et al., 1997).
La caspasa 9 seguidamente activa las caspasas efectoras 3 y 7. Esta via esta
regulada por miembros de la familia de proteinas Bcl-2.

Aunqgue las vias extrinseca e intrinseca responden a distintas sefales y
tienen diferentes caspasas iniciadoras, ambas vias convergen en las caspasas
efectoras 3 y 7. La caspasa 3 actia como un efector terminal de la apoptosis
mediante la degradacion de varias proteinas y la amplificacién de la sefal de
muerte desde la membrana plasmatica a través de la activacion de otras
caspasas (Degterev et al., 2003). Junto con la caspasa 3, la caspasa 7
proteoliza proteinas estructurales vitales, enzimas e importantes moléculas de
sefalizacion (Porter and Janicke, 1999; Lamkanfi and Kanneganti, 2010). Se ha
propuesto que la degradacion de proteinas miofibrilares por acciéon de las

caspasas, podria conducir a la disfuncion contractil antes que a la muerte

29



Introduccién

celular y contribuir a la insuficiencia cardiaca después de un IAM (Communal et
al., 2002).

Mediante la utilizacion de inhibidores de las caspasas, se ha visto que la
muerte celular apoptética dependiente de estas proteasas se produce en
regiones cardiacas sometidas a importantes cambios morfolégicos durante el
desarrollo embrionario del corazén (Ya et al., 1998; Schaefer et al., 2004). Por
lo tanto, la activacion de las caspasas probablemente asegura la formacion
adecuada de las cavidades cardiacas y la conexion correcta de las arterias a
los ventriculos durante el desarrollo. Se ha propuesto que los genes que
controlan la expresibn de las caspasas reducirian progresivamente su
expresion, quedando completamente silenciados al finalizar la diferenciacion de
los cardiomiocitos (Madden et al., 2007; Sanchis et al., 2008).

Sin embargo, el uso de ratones modificados genéticamente para
caspasas 0 proteinas implicadas en las vias de sefializacion apoptética se ha
limitado a la utilizacion de animales transgénicos que poseen la alteracion del
gen a nivel global (Varfolomeev et al., 1998; Chen et al., 2001), y ademas, la
falta de animales transgénicos cardioespecificos para caspasas no permite
conocer con exactitud el papel que juegan en la mortalidad celular tras una

situacion de estrés, como es el caso de un IAM.
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4. REMODELADO VENTRICULAR ADVERSO

A pesar del aumento en la supervivencia de aquellos pacientes que
sufren un IAM gracias a las terapias de reperfusion, como consecuencia de la
muerte miocardica se desencadenan una serie de respuestas adaptativas al
cambio hemodindmico que supone el intento de mantener la funcion cardiaca
con menos miocardio viable, dando lugar a un patrén de remodelado que
engloba tanto tejido infartado como no infartado. Este remodelado no fisiolégico
denominado remodelado ventricular adverso (RVA) es un proceso activo que
continda durante semanas, o incluso meses tras el episodio isquémico. El RVA
es el resultado de la activacion de una cascada de vias de sefializacion
intracelulares que inician y modulan una serie de cambios caracterizados por
una progresiva dilatacion del ventriculo izquierdo (VI) con estrechamiento de la
pared ventricular y el reemplazo de cardiomiocitos por tejido fibroso. El
remodelado que sufre el miocardio acaba causando un progresivo deterioro en
la funcién ventricular aumentando la mortalidad a largo plazo en aquellos
pacientes que sobreviven a la fase aguda del IAM.

El proceso de RVA tras el IAM implica una respuesta inflamatoria aguda
dirigida en gran parte por la expresién coordinada de multiples factores, entre
los que se encuentran las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPS),
los inhibidores de las MMPs (TIMPSs), los RLO, la angiotensina Il producida de
forma local, las citoquinas proinflamatorias y las células del sistema inmunitario
(Thakker et al., 2006). Las células inflamatorias (neutrofilos vy
monocitos/macroéfagos principalmente) llegan a la zona del infarto de manera
temprana e intervienen en la digestion proteolitica y en la fagocitosis del tejido
infartado. Estas células son guiadas hasta la zona de actuacion gracias a la
accion de citoquinas y moléculas de adhesiéon liberadas por las células
endoteliales de la vasculatura que bordea la zona infartada. Esta migracion
hacia la zona infartada también es facilitada por la actividad proteolitica de las
MMPs. La respuesta inflamatoria tiene un pico de actividad tras 1 0 2 semanas
postinfarto de miocardio y seguidamente va disminuyendo a medida que las
células inflamatorias van desapareciendo como consecuencia de la muerte por

apoptosis, sucediendo esto tras 3 0 4 semanas después del IAM. Se ha
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descrito que el RVA puede continuar durante meses hasta que las fuerzas de
distension son contrarrestadas por la resistencia a la traccién de la cicatriz de
colageno formada. Este equilibrio se determina por el tamafio, la ubicacion y la
transmuralidad del infarto, por la extension del aturdimiento miocéardico, por la
permeabilidad de la arteria relacionada con el infarto y por factores trépicos
locales (Warren et al., 1988).

El RVA se puede dividir en dos fases. En una primera fase o fase
temprana del RVA, que se corresponderia con las primeras 72 horas después
del 1AM, se produce el reclutamiento de los leucocitos que contribuyen a la
eliminacion de los cardiomiocitos necréticos y tiene como principal
caracteristica la expansion de la zona infartada. Esta expansion provoca una
dilatacion aguda de la zona dafiada y una alteracion dramatica de la geometria
y el volumen del VI (Swynghedauw, 1999). Durante esta fase se desencadena
la degradacion del colageno que forma parte de la matriz extracelular (MEC)
normal junto con la induccidn de péptidos bioactivos y citoquinas (Cleutjens et
al., 1995). La degradacion de la MEC se considera un mecanismo esencial que
permite el acceso de las células inflamatorias a la zona dafiada asi como la
proliferacion y maduracion de macréfagos y fibroblastos. Sumado a esto, se
activa una respuesta inflamatoria aguda dirigida en gran parte por la expresion
coordinada de citoquinas, quimiocinas, moléculas de adhesion celular, factores
de crecimiento y MMPs liberadas por los neutrdfilos. Los leucocitos
inflamatorios reclutados a la zona infartada contribuyen a la limpieza de los
cardiomiocitos necroéticos para permitir la formacion del tejido granular,
constituido principalmente por macréfagos, miofibroblastos y vasos sanguineos
de nueva formacion, que sera la base para la posterior formacion del tejido
cicatrizal en la fase tardia del RVA (Christia et al., 2013). Debido a que el dafio
por IAM progresa en los siguientes dias, se desarrolla un flujo de células
inflamatorias dentro de la zona afectada que desencadena mas protedlisis,
tanto celular como de la MEC, extendiendo el dafio por el VI. La expansion del
infarto ocurre en ausencia de alteraciones en las condiciones de carga del VI y
clinicamente tiene una gran relevancia debido a que puede derivar en una
disfuncion ventricular, desencadenar el fallo cardiaco por rotura ventricular y

finalmente la muerte del paciente (Sutton and Sharpe, 2000).
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En la segunda fase del RVA, también denominada fase tardia o fase
final de maduracion, que tiene lugar pasadas 72 horas tras el IAM y en la que
los miofibroblastos forman una matriz extracelular con base de colageno tipo | y
tipo Ill, se produce la formacién y consolidacion de la cicatriz miocardica (Yang
et al., 2002). Durante la fase tardia se favorece la dilatacion del VI dependiente
del tiempo, la distorsién de la forma ventricular y la hipertrofia ventricular,
procesos desencadenados como consecuencia de la formacion de la nueva
MEC de colageno que servira para desarrollar el tejido cicatrizal (Yang et al.,
2002). Los cambios en la MEC afectan a todas las regiones del VI: la regidon
infartada, el miocardio viable dentro de la zona que bordea el tejido miocéardico
infartado y la region alejada o remota del tejido infartado. Dentro de la region
infartada, las estructuras de colageno tipo |y Tipo Ill que se crean sirven de
soporte para los cardiomiocitos salvados y esto posibilita una mejor resistencia
a las deformaciones ocasionadas en el VI como consecuencia del ciclo
cardiaco. Cuando se produce un fallo en la estructuracion de la MEC, supone
un adelgazamiento de la pared del VI (Anversa et al., 1991). Con respecto a la
region remota, el aumento en los depdsitos de MEC ocurre entre los
cardiomiocitos hipertrofiados, los miocitos cardiacos viables y los fasciculos

celulares.

4.1. Citoquinas en el remodelado ventricular adverso

Las citoquinas son un conjunto de proteinas de pequefio peso molecular
sintetizadas por multitud de células entre las que se encuentran los adipocitos y
las células del sistema inmune. Su funcién es inmunorreguladora siendo
fundamentales en la comunicacion y en las interacciones que establecen las
células del sistema inmune entre si y con otras células. Las citoquinas dirigen
la respuesta inmune innata y la respuesta inmune especifica e intervienen en la
respuesta inflamatoria. Para ello, activan a macrofagos, eosinofilos, células NK
y neutrdéfilos e inducen la produccién de RLO por parte de los macréfagos.

Las citoquinas junto con los neutrofilos juegan un importante papel en el
RVA. Estas moléculas pueden provocar dafios tisulares mediante al menos 4
mecanismos: 1) liberacién de RLO, 2) liberacién de elastasa y proteasas (como
las caspasas), 3) liberacién de metabolitos del acido araquiddnico unida a la
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activacion de factores plaquetarios y 4), apoptosis progresiva de los miocitos
(Jordan et al., 1999; Palojoki et al., 2001). Ademas, por otro lado actdan en el
proceso de formacion de la cicatriz durante el RVA a través de la activacion de
la fagocitosis y la reabsorcion del tejido necrético, en el mantenimiento y la
hipertrofia de los miocitos supervivientes, en la degradacion y la sintesis de la
MEC, y en la proliferacion de los miofibroblastos.

Determinadas citoquinas, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) o la interleucina 6 (IL-6) de las que hablaremos en detalle mas adelante, son
sintetizadas en la fase temprana del RVA después de un IAM y pueden tener
un efecto dual potenciando la supervivencia de los miocitos, o por el contrario
acelerando la necrosis y la apoptosis en el miocardio afectado. De forma
cronica, las citoquinas también pueden actuar en el RVA tardio a través de la
activacion de MMPs, la regulacion de las integrinas, el control de la
angiogénesis y la regulacién de la movilizacién de células progenitoras (Min
Nian et al., 2004).

En modelos de IAM en roedores, durante la fase temprana del RVA,
entre la primera hora y las 24 horas después de un proceso isquémico, se ha
observado tanto en el area infartada como en la zona de miocardio no
isquémico una marcada expresion y produccion de citoquinas, incluyendo TNF-
a, IL-6 e IL-1B. Esta sobreexpresion puede volver a los niveles normales si el
infarto es pequefo. Sin embargo, si el tamafio del infarto es considerable, o si
la respuesta inflamatoria del individuo es elevada, puede mantenerse esta
sobreproduccion de citoquinas en el tiempo o producirse una segunda ola de
sobreexpresion de las mismas, correspondiendo con la fase tardia del RVA
(Deten et al., 2002).

Determinadas citoquinas son capaces de auto amplificar su respuesta a
través de un bucle de retroalimentacion positiva controlado mediante el factor
de transcripcion NF-kB (Neels et al., 2006). En este sentido, se ha visto que la
sobrerregulacion de las citoquinas como el TNF-a en un area localizada del
miocardio como es la region isquémica, puede inducir la sobreexpresion de
mas citoquinas en regiones vecinas dentro del miocardio no isquémico,
provocando una amplificacion de la respuesta inflamatoria. Esto sugiere que
citoquinas como el TNF-a pueden activar una red de amplificacion a distancia

gue media un potente efecto de remodelado ventricular no sélo en la zona
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infartada, si no también en regiones remotas actuando en la reparacion global y
el RVA del miocardio (Min Nian et al., 2004).
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5. INFLUENCIA DE LAS COMORBILIDADES EN EL
DANO POR ISQUEMIAY REPERFUSION

Existen una serie de factores que se asocian con una mayor
probabilidad de padecer una enfermedad cardiovascular. Estos factores de
riesgo cardiovascular se pueden clasificar en dos grandes grupos: factores de
riesgo no modificables, entre los que se incluyen la edad, el sexo, la raza y los
factores de tipo genético o hereditario; y los factores de riesgo modificables,
como por ejemplo la hipertensién, la diabetes o la obesidad (Bello and Mosca,
2004; Vivo et al., 2009).

5.1. Obesidad

El dramatico aumento en su prevalencia y su fuerte asociacion con la
enfermedad cardiovascular han convertido a la obesidad en una gran amenaza
para la salud en todo el mundo (Lepor et al., 2013). Diferentes estudios
epidemiologicos demuestran de manera solida que la obesidad provoca un
aumento en la susceptibilidad de desarrollar una enfermedad cardiovascular, y
mas concretamente IAM e insuficiencia cardiaca (Nguyen and Lau, 2012; Roos
et al., 2012; Scarpellini and Tack, 2012). Sin embargo, numerosos estudios
sugieren que los individuos obesos con una enfermedad -cardiovascular
establecida presentan un mejor prondstico que aquellos individuos con un peso
normal que padecen la misma enfermedad (Curtis et al., 2005; Oreopoulos et
al., 2008; Srikanthan and Horwich, 2012). Este fendmeno conocido como
paradoja de la obesidad continua siendo controvertido y hasta el momento, la
evidencia experimental es escasa y se desconocen los mecanismos que la

determinan.

5.1.1. Fisiopatologia de la obesidad

El adipocito actia como un 6rgano endocrino y a través de la secrecion
de un gran nimero de proteinas juega un papel principal en la patogénesis y
las complicaciones cardiovasculares de la obesidad (Figura 1). Por ejemplo, se
ha visto que el aumento en los niveles de leptina, una hormona liberada por los

adipocitos que interviene en el control de la ingesta, podria estar relacionado
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con las enfermedades cardiovasculares (Martin et al., 2008). Los adipocitos
también intervienen en la sintesis y liberacién de citoquinas proinflamatorias
como la IL-6 y el TNF-qa, por lo que se ha propuesto que la obesidad provoca
un estado inflamatorio crénico leve (Lowe, 2001). El aumento directo de la
inflamacion sistémica causado por la obesidad actda en multiples mecanismos
patogénicos que intervienen en la asociacion entre obesidad, patologia
cardiovascular, y comorbilidades como la dislipemia, la DM-2, la hipertension o
el sindrome metabdlico. Se ha visto que en ratones alimentados con una dieta
alta en grasa la ganancia de peso se asocia con la induccién de un gran
namero de vias inflamatorias del tejido adiposo: concretamente, el 59% del
total de los transcritos de ARNm inducidos en el adipocito durante la ganancia
de peso debida a la dieta alta en grasa provienen de genes relacionados con la
inflamacion (Xu et al., 2003). Se ha observado también que la obesidad altera
la cantidad de células inflamatorias presentes en el tejido adiposo. Mientras
que de forma normal, la poblacion de macréfagos en la grasa no excede del
10% del total de células halladas, cuando se lleva a cabo una dieta que
favorece la obesidad, se produce una infiltracion de macréfagos significativa
gue puede llegar a alcanzar el 60% del total de células encontradas en el tejido
adiposo (Weisberg et al., 2003).

Factores del complameanio: Adspaire, Factor B, ASP

THF-a, IL-8, IL-E, IL-10

y _H“'h‘ Citoquinas: TNF-
P

O :
B Enzimas: Citocromo PA50, P-4

LPL, CETP, ACE

'] N Faciores de crecimiento: VEGF, HGF
S "“.._\_ _-"r 1 _/}

Hormonas: Leptina, resisbna,
adiponecking
TEJIDO ADIPGE{}
Prostaciclinas: PGE2

FIGURA 1: Proteinas secretadas por el tejido adiposo. ASP, proteina estimuladora de la
acilacion; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa; IL, interleucina; MCP-1, proteina
quimioatrayente de monocitos tipo 1; PAI-1, activador del inhibidor del plasmindgeno 1; LPL,
lipoprotein lipasa; CETP, proteina transferasa de ésteres de colesterol; ACE, enzima
convertidora de angiotensina; VEGF, Factor de crecimiento endotelial vascular; HGF, factor
de crecimiento hepatico; PGE2, prostaglandina E2.
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Ademés, de la misma forma que ocurre con los macrofagos en el
proceso inflamatorio, recientemente se ha visto que los adipocitos muestran
propiedades inflamatorias intrinsecas. De forma similar a los macréfagos, el
adipocito es muy sensible a los agentes infecciosos y las sefiales inflamatorias
mediadas por citoquinas mediante la expresion de una gran cantidad de
receptores. En la estimulacion de estos receptores, se activan cascadas de
sefalizacion y se secretan citoquinas proinflamatorias que son capaces de
actuar como verdaderas hormonas responsables de controlar la ingesta y el
gasto energético (Mora and Pessin, 2002). Muchas de estas sustancias, entre
las que se incluyen el TNF-q, la IL-6, IL-1B, IL-8, IL-10, IL-15, MCP-1, la
prostaglandina E2, el angiotensindégeno, el inhibidor del activador del
plasminégeno 1 (PAI-1), o potenciales moduladores de la inflamacion como la
leptina, la resistina o la adiponectina, que en conjunto se denominan
adipoquinas, pueden actuar como factores proinflamatorios e intervenir en
procesos como la arterioesclerosis.

Por otro lado, la obesidad es responsable de la activacion de un grupo
de deso6rdenes metabdlicos con implicaciones vasculares denominados en su
conjunto sindrome metabdlico, cuya caracteristica principal es la resistencia a
la insulina (Eckel et al., 2005; Cornier et al., 2008). La resistencia a la insulina
se define como la reduccion en la capacidad de un individuo para estimular la
utilizacion de la glucosa, bien por una deficiencia en la secrecion de insulina, o
bien por una alteracion en la propia hormona (Okere et al., 2006). Aunque la
obesidad es la causa mas comun de resistencia a la insulina, no todos los
individuos obesos desarrollan esta alteracion. Segun diversos estudios, lo que
determina la aparicion de esta disfuncibn metabdlica es la acumulacion de
grasa visceral, el sexo y una baja actividad fisica (Manson et al., 2004; Silva et
al., 2008). El consumo de una dieta alta en grasas desencadena alteraciones
en los mecanismos de captacion de la glucosa en determinados tejidos como el
higado y el tejido muscular, que conllevan una reduccion en la utilizacion de la
glucosa. Una de las hipétesis que puede explicar la reduccién en la utilizacion
de glucosa en estos tejidos como resultado de la resistencia a la insulina es
asegurar la disponibilidad de la glucosa para las células del sistema nervioso

central (Schwartz et al., 1999; Nogueiras et al., 2009).
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Con respecto al tejido cardiaco, hay relativamente pocos estudios que
hayan comparado la composicién bioquimica y estructural del corazén en
individuos obesos frente a individuos normales. El resultado de un aumento en
la grasa epicardica y una mayor infiltracion de grasa en el miocardio es el
aumento en la masa cardiaca que podria formar parte del proceso de
hipertrofia cardiaca. Una caracteristica comun descrita en la mayoria de los
modelos animales de obesidad es el incremento en la cantidad de triglicéridos
intracelulares en el corazdn (Zhou et al., 2000; Christoffersen et al., 2003;
Buchanan et al., 2005). Las dietas que son altas en grasas saturadas estan
asociadas con un aumento en la concentracion de triglicéridos y ceramida,
relacionandose esto con un incremento en la apoptosis (Okere et al., 2006).
Por este motivo, el aumento en los triglicéridos podria representar un marcador

en la lipotoxicidad cardiaca.

5.1.2. Factores proinflamatorios y adipoquinas asociados a la
obesidad

En los individuos obesos, el estado inflamatorio cronico leve que les
provoca la obesidad viene mediado por la secrecion a cargo de los adipocitos
de citoquinas como TNF-q, IL-6 y MCP-1 y adipoquinas como la leptina, la
resistina o la adiponectina. El tejido adiposo puede ser la principal fuente de
estos factores proinflamatorios y adipoquinas, o bien ejercer un control directo

sobre la expresion de estos factores en otros tejidos.

5.1.2.1. Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), es una proteina
transmembrana perteneciente a la superfamilia de los factores de crecimiento
tumoral que tiene como principal funcién intervenir en los mecanismos de
diferenciacion y desarrollo. La obesidad modifica los niveles de expresion de
TNF-a en el tejido adiposo y el muscular. Cuando se compara con el tejido
adiposo subcutaneo, la grasa visceral de pacientes obesos muestra un fenotipo
de tejido adiposo proinflamatorio caracterizado por una elevada expresion del
TNF-a y una mayor infiltracion de macréfagos. Sin embargo, no todos los
estudios han encontrado que los niveles de esta citoquina estén elevados en
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obesidad. Esto puede deberse a que los niveles circulantes normales en suero
de este factor se encuentran en el limite de deteccidén, por lo que resulta
complicado su analisis cuantitativo.

El TNF-a ejerce diversos efectos en la funcion del adipocito, entre los
que se incluyen mecanismos de inhibicion de la lipogénesis y aumento de la
lipdlisis. Ademas, la sefalizacion mediante esta citoquina disminuye
determinados efectos de la insulina, principalmente por la fosforilacion de la
serina del IRS-1 (Insulin receptor substrate 1) y mediante la reduccion en la
expresion de GLUT-4 (Glucose transporter type 4), lo que apoya su actuacion
como un posible mediador en la resistencia a la insulina (Hotamisligil et al.,
1995; Hotamisligil, 1999).

5.1.2.2. Interleucina 6 (IL-6)

La interleucina 6 (IL-6) es una citoquina perteneciente a una familia de
proteinas cuyos rasgos comunes son su estructura proteica helicoidal y una
subunidad receptora comun denominada glicoproteina 130 (Hibi et al., 1996).
Aunque la IL-6 tiene como principales fuentes secretoras los
monocitos/macrofagos, los fibroblastos y las células endoteliales vasculares, se
estima que los adipocitos producen un 25% de la IL-6 sistémica in vivo
(Mohamed-Ali et al., 1997). De forma similar a lo que ocurre con el TNF-a, los
datos de los que disponemos sobre el significado del aumento de los niveles
sistémicos de IL-6 en estados de obesidad son controvertidos. La induccion de
la secrecion de IL-6 relacionada con la obesidad favorece la liberacion de
proteina C reactiva (PCR) y hay evidencias que sugieren que la IL-6 disminuye
la actividad lipoprotein lipasa (LPL), lo que resulta en un aumento de la
captacion de lipidos por parte de los macréfagos. También diversos estudios
han demostrado que la pérdida de peso se asocia con un descenso en los
niveles circulantes de IL-6 (Esposito et al., 2003; Kopp et al., 2003).

Con respecto al proceso de resistencia a la insulina, hay estudios que
defienden un papel de la IL-6 en el desarrollo de la resistencia, mientras que
otros autores sostienen que esta citoquina previene la aparicion del sindrome
metabdlico y la resistencia a la insulina (Yudkin et al., 2000; Febbraio and
Pedersen, 2002).
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5.1.2.3. Proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1)

La proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), también conocida
como CCL2, y expresada por los adipocitos, es una adipoquina que tiene un
papel central en el reclutamiento de monocitos y linfocitos T a los lugares
donde se lleva a cabo el proceso inflamatorio. La sobreexpresion de MCP-1 por
los adipocitos interviene en la infiltracion de macrofagos que se produce en el
tejido adiposo en la obesidad (Kim et al.,, 2006). Ademas puede jugar un
importante papel en el desarrollo y mantenimiento del estado proinflamatorio
que predispone al desarrollo de la resistencia a la insulina y el sindrome
metabalico. Diversos estudios han demostrado un aumento significativo de los
niveles de MCP-1 circulantes en individuos con obesidad o en pacientes con
DM-2, mientras que de forma inversa, la pérdida de peso contribuye a disminuir
estos niveles (Nomura et al., 2000). Por otra parte, esta adipoquina es
producida por muchos otros tipos celulares, como por ejemplo células del
musculo liso endotelial, fibroblastos y linfocitos. Por lo tanto, estas condiciones
no detectables podrian influir en los niveles circulantes de MCP-1, haciendo
improbable que esta molécula pueda reflejar por si misma estados de

enfermedad relacionados con la obesidad.

5.1.2.4. Leptina

La primera adipoquina en ser caracterizada fue la leptina (Zhang et al.,
1994). Se trata de una hormona especifica del tejido adiposo que actia de
forma directa en el hipotalamo reduciendo la ingesta de alimento y aumentando
el gasto energético, estando sus niveles directamente relacionados con la
cantidad de tejido adiposo. En los individuos obesos aparecen altas
concentraciones de leptina tanto mayores cuanta mayor cantidad de grasa esté
presente. Esta elevacion paradojica de la hormona que interviene en la
saciedad en obesidad podria explicarse en parte por la aparicion de una
resistencia a la leptina mediada por alguno de sus propios receptores (Enriori et
al., 2006). Ademads, los niveles elevados de leptina en obesos estan
relacionados con la resistencia a la insulina y el sindrome metabdlico.

La leptina ejerce sus funciones a través de diversas vias de
sefalizacion, entre las que se encuentran JAK/STAT, AMPK, PI3-AKT y MAPK.
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Estas vias estan implicadas en la sefalizacion por RISK (reperfusion injury
salvation kinase), la cual se ha sugerido que podria intervenir en la proteccion

del corazon frente al dafio por IR (Hausenloy et al., 2011).

5.1.2.5. Resistina

En el afio 2001 se identifico la proteina resistina, también conocida como
factor secretado por adipocitos (ADSF), como una nueva adipoquina (Steppan
et al., 2001). La resistina es sintetizada por los adipocitos adultos aumentando
sus niveles en obesidad e interviniendo en procesos relacionados con el control
de la insulina (Steppan et al., 2001).

Existe un cierto grado de interaccion entre la resistina y otras
adipoquinas. Tanto la adiponectina como la leptina muestran una unién
funcional con la resistina que se refleja de diversas maneras. Por un lado, la
adiponectina puede inhibir los efectos de la resistina en la resistencia a la
insulina y en la inflamacién, mientras que por otro lado, en modelos de raton
ob/ob (raton nulo para el gen de la leptina) se ha visto que se favorece la
eliminaciéon de la expresion de ARNm para resistina cuando se administra
leptina. Ademas, se ha observado que determinadas funciones de la resistina
en el metabolismo de la glucosa y la regulacion de la energia son dependientes
de la presencia o ausencia de leptina (Qi et al., 2006). Otras moléculas que
pueden aumentar sus niveles por mediacion de la resistina son MCP-1, IL-6,
TNF-a y PCR, que junto con la induccion de otras sustancias en el endotelio
vascular, apoyarian el papel pro-inflamatorio de la resistina (Shetty et al., 2004;
Silswal et al., 2005).

A pesar de estos estudios que relacionan a la resistina con el proceso
inflamatorio, existen otros trabajos que han relacionado de forma inversa los
niveles de resistina circulantes en individuos obesos con el sistema TNF y
desvinculan esta adipoquina de los procesos inflamatorios (Beltowski, 2003).
En este sentido, se ha observado que el TNF-a disminuye la expresion de la
resistina en los adipocitos, lo cual, combinado con la baja expresion de esta
proteina en el tejido adiposo humano, estaria en contra de la intervencién de la

resistina en los procesos inflamatorios cronicos relacionados con la obesidad.
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5.1.2.6. Adiponectina

De forma general, la cantidad de tejido adiposo esta relacionada con un
aumento en la produccion y niveles plasmaticos de las adipoquinas. La Unica
excepcion conocida a esta regla es la adiponectina. Cuanta mayor es la
cantidad de tejido adiposo, menores son los niveles de esta proteina en
plasma. Se ha visto que los adipocitos son capaces de codificar la proteina y
secretarla, aunque también se ha descrito mas recientemente que puede ser
secretada en niveles muy por debajo de los del tejido adiposo por los
cardiomiocitos humanos y murinos (Pineiro et al., 2005). La adiponectina ejerce
su acciéon mediante receptores de membrana, de los cuales se han podido
clonar dos tipos: AdipoR1, mas abundante en musculo esquelético y AdipoR2,
méas comun en higado (Nanayakkara et al., 2012).

La adiponectina es uno de los factores mas abundantes liberados por el
tejido adiposo y se cree que mejora la sensibilidad a la insulina e inhibe la
inflamacion vascular (Lyon et al.,, 2003). La hipoadiponectinemia puede
contribuir al proceso de resistencia a la insulina y acelerar el mecanismo
aterogénico asociado con la obesidad. Ademas, la insulina es capaz de inhibir
la secrecion de adiponectina y existe una relacion inversa entre los niveles
circulantes de insulina y adiponectina.

Por otro lado, se considera que la adiponectina puede tener efectos
antiinflamatorios y estos pueden estar influidos, en parte, por una disminucién
en la expresion de TNF-a mediada por la inhibicién de la resistina. En estudios
con tejidos humanos se ha visto que en individuos con unos niveles elevados
de expresion de ARNm para adiponectina se secretan bajas cantidades de
TNF-a desde el tejido adiposo (Kern et al., 2003).

5.1.3. Obesidad y sindrome coronario agudo

Existen diversos estudios clinicos que relacionan la obesidad con el
sindrome coronario agudo (SCA) (Mahaffey et al., 2010; Angeras et al., 2013;
Jahangir et al., 2014). Esta asociacion entre obesidad y enfermedad coronaria
estd mediada en parte por factores de riesgo asociados a la obesidad, como
son la hipertensién, la dislipemia y la DM-2 (Jahangir et al., 2014). Se ha

propuesto que otra serie de factores potenciados por la obesidad, como el
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aumento en la circulacién de acidos grasos libres, la inflamacion y cambios en
la naturaleza de las lipoproteinas que las hacen mas aterogénicas, contribuirian
a desarrollar o acelerar la enfermedad coronaria (Lopez-Jimenez and Cortes-
Bergoderi, 2011).

Diferentes estudios demuestran que la obesidad esta relacionada con
cambios estructurales y funcionales en el miocardio relacionados con la
enfermedad coronaria (Lavie et al., 2003; Poirier et al., 2006; Abel et al., 2008).
Se ha observado que los individuos obesos presentan un incremento en el
volumen total de sangre y un aumento del gasto cardiaco que en parte, es
requerido por un aumento en la demanda metabdlica a causa del exceso de
peso (Alpert, 2001). Por lo tanto, para cualquier actividad el trabajo cardiaco es
mayor en los sujetos obesos. EI aumento del gasto cardiaco se produce
principalmente por un mayor volumen sistélico ya que la FC aumenta muy poco
0 permanece invariable. Este factor también contribuye a una dilatacion
ventricular que puede provocar un mayor estrés en la pared ventricular y
generar hipertrofia del VI (Poirier et al., 2006)

Ademés de la hipertrofia del VI, en individuos obesos normotensos
puede producirse el aumento de tamafio de la auricula izquierda
relacionandose con una adaptacion fisiolégica al aumento de la volemia. Como
consecuencia de esto, la dilatacion de la auricula izquierda puede mediar en el
aumento del riesgo de padecer fibrilacion auricular (Wang et al., 2004). Un
estudio reciente de Wanahita et al., demostré que los pacientes obesos tienen
un 50% mas de riesgo de desarrollar fibrilacién auricular, intensificandose este
riesgo con el aumento del indice de masa corporal (IMC) (Wanahita et al.,
2008). Por ultimo, algunos estudios sugieren que la obesidad aumenta la
inestabilidad eléctrica y la aparicion de arritmias ventriculares, incluso en
ausencia de disfuncion ventricular (Messerli et al., 1987; Poirier et al., 2006).

En los pacientes obesos que sufren un IAM, el aumento de peso del
corazén, probablemente a causa de la acumulacion de grasa epicardica, y la
hipertrofia cardiaca, acentdan los cambios estructurales que forman parte del
RVA (Trayhurn and Wood, 2004; Abel et al., 2008; Aurigemma et al., 2013)
Ademas, de forma contraria a lo que podria esperarse, la fraccion de eyeccion

(FE) se mantiene normal, aun produciéndose un aumento del volumen de
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carga, una disminucion de la deformacion (strain) ventricular y una disminucion
de la frecuencia de llenado (Abel et al., 2008).

A pesar de la existencia de los trabajos que relacionan la obesidad con
un aumento en el riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular, no esta
todavia claro cuales son los mecanismos que relacionan la obesidad con el
SCA y es necesario llevar a cabo nuevas investigaciones para comprender, de

forma mas exacta, la relacion entre obesidad y SCA.

5.1.4. Paradoja de la obesidad

Si bien la obesidad aumenta el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares, diversos estudios epidemiolégicos han mostrado que los
pacientes obesos con una enfermedad cardiovascular establecida presentan,
de manera paradogjica, un mejor pronostico que los individuos normales que
desarrollan la misma enfermedad (Gruberg et al., 2002; Lopez-Jimenez et al.,
2004; Kennedy et al., 2005; Sierra-Johnson et al., 2005; Romero-Corral et al.,
2006; Thomas et al., 2013). Este fenbmeno se conoce como la “paradoja de la
obesidad”.

Se ha observado que en pacientes con patologia coronaria establecida
se produce un descenso de la mortalidad en los individuos obesos con
respecto a los individuos con un peso normal, a pesar de que la obesidad
puede ser un potente factor de riesgo para la hipertension y la hipertrofia
ventricular izquierda (Stamler et al., 1991; Wassertheil-Smoller et al., 2000). Se
ha sugerido que este hecho podria deberse a que los pacientes obesos poseen
una menor resistencia vascular sistémica y una menor actividad del sistema
renina-angiotensina a nivel plasmatico comparados con los pacientes de peso
normal con hipertension (Lavie et al., 2007).

Por otro lado, se cree que el patron neuroendocrino y de citoquinas en
los individuos obesos podria tener efectos cardioprotectores que ayudarian a
explicar en parte la paradoja de la obesidad. En este sentido, se ha sugerido
que el aumento de lipoproteinas en la sangre de los pacientes obesos
disminuiria la cantidad de lipopolisacéaridos circulantes disminuyendo la
activacion del proceso inflamatorio mediado por las citoquinas, y aminorando
los efectos perjudiciales del estado inflamatorio cronico de la obesidad
(Rauchhaus et al., 2000).
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Del mismo modo que sucede con la hipertensién y la insuficiencia
cardiaca, algunos estudios sugieren que se produce la paradoja de la obesidad
en el contexto del IAM (Romero-Corral et al., 2006; Lopez-Jimenez and Cortes-
Bergoderi, 2011). Sin embargo, las evidencias que demuestran que la obesidad
puede modificar el tamafo del infarto son escasas. Apoyando la paradoja de la
obesidad, existen dos trabajos experimentales en los que se ha observado en
pacientes con IAM un menor tamafio del infarto en individuos obesos
comparados con individuos de peso normal (Pingitore et al., 2007; Bucholz et
al., 2012)

A pesar de que disponemos de datos compatibles con la existencia de
un efecto protector de la obesidad, diversos estudios han puesto en duda la
existencia de la paradoja de la obesidad (Gurm et al., 2002; Rana et al., 2004;
Diercks et al., 2006; Domanski et al., 2006; Habbu et al., 2006; Aronson et al.,
2010; Benderly et al., 2010; Guglin et al., 2013). Estos trabajos han relacionado
de forma positiva el IMC con la mortalidad tras un IAM y han sugerido que los
pacientes obesos con SCA reciben un tratamiento mas agresivo obteniendo
resultados menos negativos que en los pacientes de peso normal. También
argumentan que la paradoja de la obesidad es simplemente el resultado de una
mala seleccion de los indices que determinan la obesidad, o que la inclusion en
los analisis de pacientes con bajo peso corporal en los que se sabe que tienen
un peor prondstico podria causar un impacto negativo en el analisis estadistico
global.

El hecho contradictorio de que la obesidad pueda favorecer el desarrollo
de la enfermedad cardiaca y a la vez mejorar su prondstico requiere una
confirmacion solida. Uno de los posibles pasos a seguir seria la utilizacion de
modelos experimentales en los que se eliminaran los efectos de otras
comorbilidades, consiguiendo individuos s6lo obesos en los que no interfirieran

las alteraciones producidas por otros factores como la DM-2 o la hipertension.

5.1.4.1. La paradoja de la obesidad en modelos animales

Se han desarrollado un gran numero de modelos animales en un intento
de aclarar los mecanismos que contribuyen a la lesion cardiaca y la disfuncion
provocada por la obesidad. En la evaluacion de los resultados obtenidos en

estudios con animales, es importante tener en cuenta que, de la misma forma

46



Introduccién

gue sucede con los humanos, la obesidad esta asociada con morbilidades tales
como la intolerancia a la glucosa, la DM-2 y la hipertension. Estas
comorbilidades pueden alterar de alguna manera la susceptibilidad del
miocardio al dafio por IR, o modificar los procesos de RVA favoreciendo o
disminuyendo el desarrollo de insuficiencia cardiaca. Por este motivo, es
interesante disponer de modelos de obesidad en ausencia de otras patologias
asociadas.

Los modelos animales en rata y raton con obesidad generalizada
pueden ser de dos tipos: mutaciones genéticas que dan lugar a la obesidad y
modelos de obesidad inducida por dieta alcanzada mediante la alimentacion de
los animales con dietas hipercaldricas, bien sean ricas en carbohidratos, o bien
con un excedente en grasas (dieta alta en grasa, HFD). Para ambos casos,
existen estudios que ofrecen tanto resultados positivos como negativos en el

contexto de la paradoja de la obesidad.

5.1.4.1.1. Modelos genéticos de obesidad

El modelo de rata con obesidad inducida mediante alteraciones
genéticas mas comun es el de Zucker o rata fa/fa. Estos animales poseen una
mutacion en el receptor de la leptina. Las ratas obesas tipo Zucker se utilizan
como modelos de obesidad, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa y
una hiperglicemia de nivel medio con el tiempo. Las ratas obesas y diabéticas
tipo Zucker (ZDF), que derivan de las anteriores tienen un defecto adicional en
las células pancreaticas beta que acelera su disfuncion provocando un inicio
mas temprano de la DM-2 (Russell and Proctor, 2006).

Uno de los modelos genéticos de obesidad mas comun en ratones es el
originado mediante mutaciones en el gen de la leptina o su receptor. Los
ratones ob/ob son nulos para el gen de la leptina y desarrollan obesidad,
hiperinsulinemia, empeoramiento de la tolerancia a la glucosa poco después
del destete y diabetes entre las 10 y 15 semanas de edad (Mazumder et al.,
2004). Los ratones con mutaciones en el receptor de la leptina (db/db)
desarrollan la diabetes de forma mas temprana, a las cinco semanas de edad
aproximadamente (Buchanan et al., 2005). Estos modelos son muy utilizados
para llevar a cabo estudios farmacoldgicos y genéticos, sin embargo, ambos

modelos tienen limitaciones en la patogénesis de la obesidad ya que son
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modelos monogénicos y en su obesidad no intervienen factores
medioambientales. Otra limitacion importante de los modelos genéticos que
implican a la leptina o su receptor son las alteraciones que sufren estos
animales en el sistema inmune, ya que estas pueden modificar los procesos de
inflamacion e influenciar el remodelado después de un IAM (Thakker et al.,
2006).

En la literatura existen dos trabajos que han utilizado modelos genéticos
de obesidad para el estudio de la paradoja de la obesidad, y en ellos, llevados
a cabo en ratones db/db y ratones ob/ob, se ha descrito un aumento del
tamafio del infarto en animales obesos con respecto a los controles, ofreciendo
resultados en contra del efecto paraddjico (Bouhidel et al., 2008; Zhu et al.,
2012).

5.1.4.1.2. Modelos de obesidad inducida por dieta

La dieta es uno de los principales factores medioambientales que
contribuyen al desarrollo de la obesidad. Los modelos con roedores son
herramientas utiles para el estudio de la obesidad ya que ganan peso
facilmente cuando se alimentan con dietas hipercaléricas y poseen
caracteristicas similares a los obesos humanos (Buettner et al., 2007).

Los modelos de rata tipo Sprague-Dawley y algunas cepas de ratas
Wistar son los mas utilizados para el estudio de la obesidad. En particular, las
ratas Sprague-Dawley han sido estudiadas por su capacidad de mostrar una
respuesta variable a una dieta HFD (32 6 45% de kcal procedentes de la grasa)
obteniéndose diferentes grados de obesidad reflejados en la aparicion de
diversas patologias.

Para el caso de los ratones, la mayoria de estos animales tienden a
desarrollar obesidad alimentados con dieta HFD, pero puede haber respuestas
variables en el aumento de peso, la tolerancia a la glucosa, la resistencia a la
insulina, los triglicéridos y otros parametros dependiendo de la cepa. Algunas
cepas puras son mas sensibles a padecer obesidad cuando se alimentan con
dieta HFD como es el caso de los ratones C57BL/6 o AKR. Sin embargo, los
ratones son bastante resistentes a la arterioesclerosis o a las consecuencias de

la obesidad (desarrollo de hiperglicemia, resistencia a la insulina y DM-2), por
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lo que las dietas HFD deben contener un porcentaje elevado de grasas (un
minimo del 20%). La alimentacién con dietas semisintéticas bajas en grasa y
ricas en carbohidratos no produce una ganancia de peso excesiva 0 la
aparicion de resistencia a la insulina en modelos de ratén.

En la mayor parte de los estudios realizados con modelos de obesidad
inducida por dieta HFD no se confirma la existencia de la paradoja de la
obesidad. En ratas con obesidad inducida por dieta hipercalorica se ha
observado un aumento del tamafio del infarto, un empeoramiento en la
recuperacion de la funcién cardiaca tras la IR, y un aumento en los niveles de
TNF-a, angiotensina Il y presion sanguinea relacionado con el empeoramiento
en la funcion mecanica del miocardio tras la isquemia (du Toit et al., 2005;
Clark et al., 2010; Liu and Lloyd, 2013; Wensley et al., 2013). En ratones con
obesidad inducida por dieta HFD se ha descrito un aumento del RVA y una
tendencia a una mayor cicatriz tras el 1AM, factores que van en contra de la
paradoja de la obesidad (Thakker et al., 2008)

Sin embargo, existen diversos trabajos en ratas alimentadas con dietas
hipercaldricas en los que las ratas insensibles a la insulina, o ratas a las que se
les administran dietas suplementadas con sucrosa y leche condensada
mejoran la tolerancia a la IR o reducen el tamafio del infarto, apoyando esto el
efecto paraddjico de la obesidad (Huisamen et al., 2012; Donner et al., 2013).
No obstante, estos trabajos se basan en dietas ricas en carbohidratos
diferentes de las dietas con alto contenido en grasa que se consumen mas
comunmente en la poblacion, y que son las principales causantes de la

obesidad.

5.1.4.1.3. Modelo de ratén obeso BDF1

Para nuestro trabajo experimental necesitibamos un modelo de
obesidad en el que pudiéramos estudiar los posibles mecanismos implicados
en la paradoja de la obesidad y con el menor numero de patologias asociadas
gue pudieran enmascarar el efecto atribuible exclusivamente a la obesidad.
Con este fin, se selecciond la cepa BDF1 como ratdn con obesidad inducida
por dieta HFD. La cepa BDFL1 proviene de la F1 de un cruce entre hembras de
la cepa C57BL/6, la cual puede desarrollar una obesidad inducida relacionada

con resistencia a la insulina; y machos de la cepa DBA/2, en la que aparece
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una disfuncion de la célula beta pancreética con la consiguiente disminucion en
la secrecion de insulina (Schmid et al., 2004; Karasawa et al., 2009). Los
ratones BDF1 no presentan alteraciones patoldgicas importantes con la edad.
Se ha descrito previamente que cuando son alimentados con una dieta normal
adquieren peso de forma progresiva hasta la semana 52, a partir de la cual se
estabiliza su peso corporal. La prevalencia de patologias cardiacas o en
organos de interés en la obesidad (como por ejemplo, el higado) a lo largo de
su vida es baja y presentan una probabilidad de desarrollar neoplasias dentro
de lo normal, por lo que parecen un buen modelo para llevar a cabo un estudio

de patologia cardiaca relacionada con obesidad (Yamate et al., 1990).

5.1.5. Posibles mecanismos implicados en la paradoja de la
obesidad

Las alteraciones en los niveles de citoquinas y adipoquinas que
producen los adipocitos en los individuos obesos junto con las modificaciones
en la respuesta a la insulina, pueden desempefiar mecanismos relacionados
con la tolerancia del miocardio a la IR y estar relacionadas con la paradoja de

la obesidad.

5.1.5.1. Las citoquinas TNF-a, IL-6 y MCP-1

Determinados estudios han visto que las citoquinas TNF-a e IL-6 pueden
tener un doble papel en el corazén: por un lado, concentraciones bajas de
estas citoquinas pueden tener efectos beneficiosos, mientras que por el otro,
dosis elevadas han mostrado efectos perjudiciales (Schulz, 2008). EI TNF-a
puede activar los receptores 1 y 2 para TNF, los cuales se cree que tienen
efectos opuestos en el corazén (Schulz and Heusch, 2009). Concretamente, en
un modelo de ratén se ha visto que bajas concentraciones de TNF-a activan
una cascada de sefalizacion cardioprotectora mediante la activacion del
receptor 2 para TNF (Lacerda et al., 2009; Schulz and Heusch, 2009). El efecto
cardioprotector del TNF-a inicia una cascada de sefalizacion denominada
SAFE (survivor activating factor enhancement) en la que actuan diferentes
quinasas y en la que interviene el factor de transcripcion STAT-3 evitando la
apertura del mPTP, elemento clave en el dafio miocéardico provocado por el

IAM (Boengler et al., 2010). Los datos revelan una doble accion contraria del
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TNF-a y la IL-6 sobre el miocardio y sus efectos globales sobre la IR en la
obesidad no estan aclarados.

Por otro lado, mediante el uso de modelos animales, se ha constatado
que la citoquina MCP-1 es el principal factor responsable del reclutamiento de
células mononucleares dentro del miocardio isquémico (Dewald et al., 2004).
Se ha visto que la terapia genética anti-MCP-1 mejora la supervivencia y
atenua la dilatacion ventricular en un modelo murino de 1AM (Hayashidani et
al., 2003). Seguidamente al dafio por IR, los corazones de ratones transgénicos
con sobreexpresion de MCP-1 han mostrado una disminucién en el tamafio del
infarto y en la formacion de cicatriz cuando han sido comparados con sus
controles (Morimoto et al., 2006). Ademas, la delecion especifica del receptor
CCR2 para MCP-1 también mejora la dilatacion ventricular y la disfuncion
cardiaca después de un IAM. Todos estos estudios sugieren que MCP-1 puede
estar relacionado de forma positiva con la paradoja de la obesidad. No
obstante, a pesar de todos estos hallazgos, existen datos experimentales con
ratones deficientes en MCP-1 en los que se ha visto un menor RVA sin variar
significativamente el tamafio del infarto, una disminucion en la infiltracion de
macrofagos, una disminucién en la expresion de citoquinas como TNF-a o IL-
10, y un descenso de la acumulacion de fibroblastos dentro de la zona de
cicatrizacion del infarto (Kaikita et al., 2004). Todo esto sugiere que, al igual
gue sucedia con TNF-a e IL-6, MCP-1 podria tener un doble efecto contrario en
el corazén sometido a un IAM, causando por un lado, RVA, y por otro lado y al

mismo tiempo, promoviendo la curacion del infarto.

5.1.5.2. Las adipoguinas leptina, resistina y adiponectina

La leptina liberada por los adipocitos de individuos obesos juega un
papel importante en las primeras etapas del desarrollo de la aterosclerosis y se
ha observado que protege frente al dafio letal por reperfusibn en corazones
aislados de ratdbn mediante una accion directa en el tejido cardiaco. Ademas,
se ha visto que puede favorecer la expresion de moléculas mediadoras en el
proceso inflamatorio como el TNF-a o la IL-6 (Smith et al., 2010; Hausenloy et
al., 2011). Este efecto cardioprotector de la leptina se lleva a cabo a través de
vias de sefalizacion como P38-MAPK. Por otro lado, el corazon es capaz de

producir leptina por si mismo interviniendo en la reduccion del gasto cardiaco,
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en la regulacién de la contractilidad cardiaca y en la produccion de sustancias
de la MEC de los cardiomiocitos (Nickola et al., 2000; Purdham et al., 2004;
Dong et al., 2006; Madani et al., 2006; Palanivel et al., 2006; Smith et al., 2006;
Karmazyn et al., 2008). Por lo tanto, el efecto cardioprotector de la leptina
frente al dafio por IR esta a favor de la paradoja de la obesidad.

La resistina se encuentra elevada en el plasma de pacientes con
enfermedad coronaria establecida por lo que ha sido propuesta como un
marcador diagnéstico del IAM (Lubos et al., 2007). Hay diversos estudios que
han demostrado que la resistina puede afectar de forma negativa a la paradoja
de la obesidad. Por ejemplo, se ha visto que la resistina contrarresta los efectos
cardioprotectores que la insulina ejerce sobre el miocardio y ademas, en
experimentos con ratas que fueron tratadas previamente con resistina, se ha
observado un mayor dafio tras la IR (Rothwell et al., 2006; Hausenloy and
Yellon, 2009). Sin embargo, de forma contraria, Gao et al., utilizando corazones
de raton a los que se les administré la resistina antes de la isquemia,
demostraron que esta adipoquina ofrecia proteccion frente al dafio por IR
mediante la activacion de la via PI3K/Ak/PKC (Gao et al., 2007). Por el
momento, al igual que sucedia con otras citoquinas, tampoco esta claro si la
resistina puede contribuir al fendmeno de la paradoja de la obesidad.

Por ultimo, la adiponectina ha sido relacionada con patologias cardiacas
como la hipertension, el IAM o la disfuncién endotelial (Pischon et al., 2004).
Sin embargo, se ha observado que la adiponectina puede tener un efecto
protector frente al dafio por IR mediante propiedades antiapoptoticas y
antiinflamatorias, ademas de mejorar el remodelado del VI tras un IAM
(Ishikawa et al., 2003; Shibata et al., 2005; Debinski et al., 2011). En estudios
utilizando corazones aislados de rata, se ha demostrado que la administracion
de adiponectina al inicio de la isquemia limita el tamafio del infarto mediante un
incremento en la activacion de la via AMPK-Akt-eNOS (Gonon et al., 2008). Por
altimo, en experimentos con ratones se ha comprobado que la adiponectina
actua frente al RVA mediante el aumento en la supervivencia del miocardio y la
disminucién en la fibrosis cardiaca (Shibata et al., 2007). Todo esto podria
relacionar a la adiponectina con los mecanismos implicados en los efectos

beneficiosos de la obesidad sobre el miocardio.
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5.1.5.3. Lainsulina

Se sabe que la insulina actia como un regulador critico de casi todos los
aspectos de la biologia de los adipocitos, y estas células son los tipos celulares
gue mayor numero de respuestas desencadenan por la accién de la insulina.
Varios de los posibles mecanismos que unen la obesidad y la enfermedad
cardiovascular, como por ejemplo el aumento en los niveles de acidos grasos
no esterificados, lipotoxicidad y alteraciones en la secrecion de adipoquinas y
citoquinas, se cree que estan intimamente relacionados con la insulina
mediante el mecanismo de resistencia a la insulina.

La hiperinsulinemia es un fuerte modulador de la extension del dafio
miocardico ocurrido durante un proceso de IR (Fuglesteg et al., 2008). La
aparicion de la resistencia a la insulina en animales se ha visto que ocurre tras
dos semanas de alimentacién con una dieta HFD y representa una adaptacion
temprana del corazon al exceso de calorias. Las consecuencias de la
resistencia adquirida a la insulina no se conocen con exactitud. Sin embargo,
hay evidencias de que la reversidbn de la resistencia a la insulina en el
miocardio mediante métodos farmacoldgicos favorece la utilizacion de la
glucosa miocérdica, reduce las lesiones y mejora la recuperacion despueés de la
IR (Reaven, 2011). Por lo tanto, estos estudios sugieren que el impacto de los
niveles elevados de insulina circulante que se producen durante la obesidad
podria modificar la tolerancia miocéardica al dafio por IR.

Diversos estudios han logrado definir las vias de sefalizacion por las
que la insulina puede ejercer cardioproteccion y se han identificado tres
principales: PI3K-Akt-p70S6K-BAD, PI3K-Akt-eNOS y mas recientemente, JAK-
STAT (Figura 2). Se ha observado que la insulina es cardioprotectora de
manera dependiente a la activacion de la via PI3K y tirosina kinasa, y que
ademas limita el tamafio del infarto incluso al inicio de la reperfusion
miocardica, un momento clinicamente clave en el tratamiento del IAM (Baines
et al., 1999). La via de sefalizacion RISK, que incluye las denominadas
kinasas de supervivencia de la via PI3K/Akt reguladas por la insulina, se ha
visto que interviene en la disminucién del dafio por reperfusiéon (Hausenloy and

Yellon, 2004). Ademas, la activacion de la via de sefalizacion MAPK se ha
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observado que inhibe el dafio en el ADN y la apoptosis, por lo que la insulina
podria ser también un factor antiapoptoético cardiaco (Li et al., 2008).
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FIGURA 2. Vias de sefalizacibn de la insulina y formas de
cardioproteccion. CAP indica proteina asociada a Cbl; PI3K, fosfatidil
inositol 3 kinasa; RISK, kinasa que interviene en evitar dafio por reperfusion;
MAPK, proteina kinasa activada por mitdgeno (Adaptado de Ng et al., 2012).

Con todo esto, la insulina podria participar también en los procesos
implicados en una posible paradoja de la obesidad. No obstante, a pesar de
estos efectos beneficiosos, en el ambito clinico el uso de la terapia de insulina
como un cardioprotector potencial individual esta limitado debido a los riesgos
de hipoglucemia que conlleva.
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6. MODELOS ANIMALES DE ISQUEMIA Y
REPERFUSION

Los modelos animales que imitan las caracteristicas y la evolucion del
SCA y del IAM en humanos son indispensables para el estudio de los
mecanismos fisiopatologicos causantes de la muerte por IR.

En un modelo animal, la induccion de la patologia cardiaca se debe
reproducir con caracteristicas funcionales y estructurales similares al trastorno
observado en humanos. En el caso del SCA, lo que se busca reproducir es un
estrechamiento cronico u oclusion aguda de las arterias coronarias por la
aparicion de la placa de ateroma (Libby, 2001). De acuerdo con esto, se han
desarrollado diversos métodos aplicados en animales de laboratorio para
inducir el estrechamiento u oclusion ateromatosa coronaria (Wilson and
Hartroft, 1970; Lee et al., 1971; Bond et al., 1980). Sin embargo, el momento en
el que se produce la oclusiéon coronaria y el lugar exacto mediante el uso de
estos métodos experimentales son al azar, lo que supone un factor muy
importante no controlado por el investigador. Esta falta de inducibilidad y
prediccion de la enfermedad también es un problema asociado a algunos
modelos de arterioesclerosis o insuficiencia cardiaca basados exclusivamente
en la manipulacion de determinados genes (Chu et al., 2002). Por contra, la
induccion quirargica del IAM mediante la oclusibn aguda de las arterias
coronarias en modelos animales tiene la ventaja de controlar el lugar, el
momento y la duracion de la oclusion coronaria, asi como de la reperfusion
segun el criterio del investigador, haciendo posible la obtencion de una mayor
reproducibilidad en las variables estudiadas (Klocke et al., 2007).

La ligadura de la arteria coronaria mediante toracotomia y desecacion
del vaso sanguineo se llevo a cabo por primera vez en perros para estudiar el
fallo cardiaco (Hood et al., 1967). Sin embargo, la mortalidad de este
procedimiento fue de mas del 50%, los infartos eran pequefios (20% de infarto
con respecto al area del VI), era un modelo caro y ademas controvertido con
respecto a la ética animal. La aplicacion de este mismo método en cerdos tuvo
una mortalidad tan solo del 20%, principalmente debida a episodios de
fibrilacién ventricular (Rodriguez-Sinovas et al., 2009). A pesar de esta mejora
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en la supervivencia, el modelo en cerdos sigue siendo relativamente caro y
requiere una infraestructura y manejo considerables, equiparable a la utilizada
en un quiréfano de humanos.

La induccion del IAM mediante la oclusidbn coronaria en rata se
establecié por primera vez en 1979 (Pfeffer et al., 1979). La mortalidad
obtenida en rata es en torno al 10%, aunque puede variar con las diferentes
especies. El tamafo del infarto con respecto al AR suele ser del 35-40% vy el
grado de deterioro de la funcidén ventricular esta directamente relacionado con
la extension del miocardio perdido (Hernando et al., 2010). Los costes de
mantenimiento y estabulacion de las ratas son mucho menores que para
animales grandes lo que permite aumentar el nUmero de animales en cada
estudio y mejorar el poder estadistico de los resultados. No obstante, una
desventaja del uso de las ratas es la limitada disponibilidad de modelos
transgénicos o deficientes para un determinado gen, lo que limita

considerablemente su uso en investigacion cardioldgica.

6.1. Modelo de isquemia y reperfusion miocardica en ratéon

El raton es el mamifero mejor estudiado a nivel genético y embrionario.
Esto ha permitido la obtenciéon de animales transgénicos con deficiencia o
sobreexpresion de un determinado gen, de manera constitutiva o condicional, y
afectando a todos los tipos celulares o dirigidos a un tipo celular concreto. Esta
caracteristica hace del raton una herramienta de gran valor en el estudio de la
fisiopatologia cardiaca y en la identificacion de nuevas dianas terapéuticas.
Ademas, los ratones tienen beneficios afiadidos como son un coste de
estabulacion menor que el de las ratas, el desarrollo de técnicas avanzadas
para el estudio de la fisiologia cardiaca como la tecnologia de la conductancia
mediante micromandmetros, muy utilizada en los estudios de presion-volumen
ventricular, y una menor sensibilidad neurovegetativa comparada con otras
especies, incluida la rata (Pacher et al., 2008). Con todo esto, los ratones
permiten realizar estudios de IR in vivo en un corazén in situ, evitando asi
alejarse de lo que ocurre en humanos como sucede en otros modelos
ampliamente utilizados como son el corazoén aislado y perfundido en un sistema

Langendorff o los cultivos celulares.
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A pesar de las ventajas anteriores, los ratones poseen un tamafio muy
reducido siendo su corazéon aproximadamente 10 veces menor que el de la
rata, lo que complica enormemente los procesos quirdrgicos aplicados a la
investigacion cardiaca. Para el desarrollo de un protocolo de IR miocardica in
Vivo en raton es necesario un material quirdrgico especifico, un personal
experimental con gran habilidad para la microcirugia (la técnica para la correcta
visualizacion de la coronaria y la oclusion temporal de la misma es de gran
dificultad) y un quiréfano adaptado a la microcirugia, que muchas veces no
estan disponibles en los laboratorios experimentales.

El primer modelo de IAM en ratdn fue descrito por Zolotareva y Kogan en
1978 (Zolotareva and Kogan, 1978). Mas adelante, Lloyd H. Michael et al.
fueron los primeros en describir un modelo de ligadura de la arteria coronaria
descendente anterior izquierda (ADA) para inducir un IAM en raton (Michael et
al., 1995). Este grupo identific6 que la anatomia de ADA en los ratones es
altamente variable dificultando el proceso de oclusion (ver Figura 8, en seccion
Materiales y Métodos, pagina 74).

La mortalidad asociada a la induccién del IAM en ratén es muy variable y
depende de diversos factores como la edad, el peso del animal y el tipo de
cepa transgénica. Muchos de los casos de mortalidad registrados se producen
dentro de la hora siguiente a la oclusion coronaria, debido a fibrilaciones
ventriculares o a fallo cardiaco severo (Michael et al., 1995). También existe la
probabilidad de muerte entre las 24 horas y los 7 dias posteriores al IAM a
consecuencia de la rotura ventricular, fallo respiratorio como consecuencia del
IAM o en raras ocasiones infecciones secundarias al proceso quirdrgico (Yang
et al., 2008).

Existen limitaciones inherentes en el estudio de la cardiopatia isquémica
y el RVA en modelos de experimentacion murinos cuando se comparan con
humanos. Estas limitaciones incluyen un contenido de colageno miocéardico
bajo, el pequefio tamafio del VI, lo que resulta en un infarto extenso de la pared
libre del VI secundaria a la ligadura de un vaso coronario mayor, y las
diferencias en los tipos y contenido de proteinas relacionadas con el RVA,
como por ejemplo, las MMPs. Sumado a lo anterior, los potenciales de accion
de los cardiomiocitos de raton se caracterizan por ser breves y carecer de una

fase de meseta; la FC en reposo de los roedores es alrededor de 5 veces mas
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alta que en humanos vy la actividad del intercambiador de Na‘/Ca** es menos
relevante en roedores que en humanos (Bers, 2002). A pesar de las
limitaciones anteriores y gracias a las ventajas que presenta, el ratdbn es un

excelente modelo experimental en cardiologia.
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Hipétesis

HIPOTESIS

La hipdtesis de estudio propuesta fue que la muerte de los
cardiomiocitos que tiene lugar durante la reperfusion miocardica se produce
principalmente por necrosis, siendo la aportacion de la apoptosis no relevante y
guedando definido el tamafio del infarto durante las primeras horas de
reperfusion, y que un factor de riesgo cardiovascular como es la obesidad
puede modificar la susceptibilidad del miocardio al dafio por isquemia y
reperfusion mediante cambios en la expresion y sintesis de citoquinas y

adipoquinas.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo experimental ha sido someter a

prueba las hipotesis planteadas en un modelo in vivo murino de isquemia y

reperfusion miocardica desarrollado previamente. Los objetivos especificos

fueron:
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Caracterizar la evolucién del tamafio del infarto en funcion del tiempo de
reperfusion en ratones sometidos a 45 minutos de isquemia coronaria.
Determinar la contribucidon de la apoptosis a la extension final del
tamafo del infarto tras la isquemia y reperfusion en un modelo de raton
transgénico con delecion cardioespecifica de los genes para las
caspasas efectoras 3y 7.

Estudiar la funcién ventricular y el remodelado ventricular adverso en
ratones deficientes para los genes de las caspasas 3 y 7 tras someterlos
a un protocolo de isquemia y reperfusion miocardica.

Desarrollar y caracterizar un modelo de raton con obesidad inducida por
dieta alta en grasas sin comorbilidades asociadas.

Estudiar la funcion ventricular y el remodelado ventricular adverso en el
modelo de obesidad inducida por dieta alta en grasas tras un protocolo
de isquemia y reperfusion miocardica.

Determinar las cinéticas de produccion de citoquinas y adipoquinas en la
inflamacion y el remodelado ventricular adverso tras un protocolo de

isquemia y reperfusion en el modelo de obesidad desarrollado.
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1. DESARROLLO DE UN MODELO MURINO IN VIVO DE
ISQUEMIAY REPERFUSION MIOCARDICA

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité
Etico de Experimentacion Animal (CEEA, Num. Regis. 18/10) del VHIR. Todo el
proceso experimental se ha llevado a cabo en el Estabulario del VHIR (HUVH,
Espafa). Estas instalaciones cumplen las normas de factores ambientales y
nutricion siguiendo las recomendaciones de la Federation of European
Laboratory Animal Science Associations (FELASA) y del CEEA.

1.1. Animales

Los animales de experimentacion utilizados fueron ratones, tanto
machos como hembras, de las cepas C57BL/6NCrl y CD1 White (ICR, albinos).
En todos los casos los animales tuvieron una edad comprendida entre 8-12
semanas y 25-30 g de peso. Los animales fueron comprados a Harlan Ibérica,
Espafia. Antes de someterlos al procedimiento quirdrgico fueron aclimatados
durante 1 semana en las salas del estabulario del VHIR controlando la
temperatura (22 + 2 °C), la humedad (55 = 10%) y aplicando un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas (encendido de luces a las 08:00 horas AM). Antes y
después de la cirugia los animales recibieron una dieta de pellets comerciales y

agua ad libitum.

1.2. Protocolo experimental

Para el desarrollo y puesta en funcionamiento del modelo murino de IR
miocardica in vivo los ratones C57BL/6NCrl y CD1 White se dividieron en dos
grupos: ratones sometidos al estrés quirargico pero sin oclusién transitoria de la
arteria coronaria descendente anterior izquierda (ADA) (ratones Sham) y
ratones sometidos al protocolo de IR por oclusion transitoria de ADA (ratones
IR). Los ratones IR se subdividieron segun el periodo de reperfusion en 4
grupos: ratones sometidos a una reperfusion de 2 horas (IR 2h), de 24 horas
(IR 24h), de 7 dias (IR 7d) y de 28 dias (IR 28d) (Figura 3).
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45 min 2 horas

45 min 24 horas

~— 11— I
45 min 7 dias

~— 11— I
45 min 28 dias

FIGURA 3. Protocolos experimentales utilizados en el desarrollo del trabajo
experimental. A se corresponde con el periodo de anestesia y T se corresponde con la
fase de apertura de térax.

1.3. Anestesia y ventilacion

1.3.1. Anestesia

Tanto en la induccion como en el mantenimiento de la anestesia se
utilizé isofluorano (Forane, Abbott Laboratories, Alemania) en una
concentracion del 5% en la fase de induccién y del 2% durante el proceso
quirargico. El isofluorano fue vaporizado en una mezcla con O, y saturado con
32-36% de O, en el aire inspirado (FiO;) a un flujo constante de 1L/min
(Szczesny et al., 2004). Para ello, se colocé al animal en una camara de
induccion de metacrilato conectada directamente con el tubo comunicado con
el vaporizador (Cyprane Tec3, Reino Unido), posibilitando la induccién de la
anestesia en 15-30 segundos. Una vez dormido el animal y tras su intubacion,
se disminuyo la concentracion de isofluorano hasta el 2-3% manteniendo asi
una adecuada profundidad de la anestesia, consistente en: ausencia de
movimientos del animal, ausencia de respuesta al estimulo quirdrgico y por
altimo, presion arterial (Pa), frecuencia cardiaca (FC) y frecuencia respiratoria
(FR) estables.

Una vez que el animal fue anestesiado, con la finalidad de evitar
pérdidas extremas de agua y electrolitos, se aplicé fluidoterapia mediante la
administracion de NaCl al 0,9% (Meinsol, Fresenius Kabi Espafa) en
cantidades ajustadas segun su peso corporal. Basandonos en el criterio

establecido para la hidratacion de prematuros extremos, en condiciones de
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ayuno (precirugia) se le suministraron 0,04 mL/10 g/h de NaCl al 0,9% via
subcutanea (SC), mientras que durante la cirugia se le suministraron 0,1 mL/10
g/h (Modi, 2004). A partir del momento en el que se anestesia al animal, se
debe controlar la temperatura de forma precisa para que se mantenga a 37+0,5
°C ya que se ha demostrado que la baja temperatura es cardioprotectora (Eckle
et al., 2006). Para ello, se utiliz6 una manta eléctrica con sonda rectal acoplada
(HB 101/2, Harvard Apparatus, Estados Unidos) sobre la que se coloco el
roedor anestesiado y una lampara de infrarrojos (Beurer, Alemania) colocada a
45 cm de la parte caudal del animal. Ademas, se mantuvo un control de la
temperatura de la sala de cirugia estableciéndose en un valor constante de
26+1 °C.

1.3.2. Intubacion y ventilacion

Cuando el animal ya anestesiado perdié el reflejo de consciencia, se
procedi6 a la intubaciéon mediante el uso de un kit Hallowell de intubacién para
roedores (Hallowell EMC, USA) y un soporte de madera. La canula de
intubacién utilizada fue un catéter radiopaco 20 G (ABBOCATH-T, Hospira,
Estados Unidos) con la punta biselada y cortado para conseguir una longitud
final de 2,5 cm (Tarnavski et al., 2004). El procedimiento utilizado para el
proceso de intubacion se baso en el desarrollado por Robert H. Brown y Berul
C. I. (Berul et al., 1996; Brown et al., 1999). Se colocé al animal en el soporte
inclinado de madera en posicién decubito dorsal fijado a la tabla mediante una
goma elastica colocada en los incisivos superiores y se aplicé una luz en la
parte central del cuello para visualizar por transiluminacion los pliegues de la
laringe junto con la entrada de la trdquea. Después de apartar la lengua con
una pinza atraumatica, se introdujo la canula 20 G por la boca con la ayuda de
una guia de metal incorporada en el kit de intubacion. En este paso se debe
tener especial cuidado de no tocar la glotis durante el proceso de intubacion
con el fin de evitar un edema o la excesiva secrecion de moco que dificulte la
respiracion del roedor y la intubacion. Una vez introducida la canula, para
comprobar que entr6 de forma correcta, se tapo la abertura de esta y se
observd si se producia un cambio en el patron respiratorio del roedor.

Comprobado esto, se aplicé en los ojos del ratén una solucion methocel 2%
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(Omnivision Pharma, Italia) para evitar el desecamiento durante la cirugia y se
procedio a la ventilacion mecéanica controlada (VMC) del animal.

En la VMC de nuestros animales se utilizo un ventilador mecanico para
roedores (Inspira asv, Harvard Apparatus, Estados Unidos) con un modo de
seguridad interno mediante el cual, una vez que introducimos el peso del
animal, se calculan automaticamente los parametros respiratorios éptimos en
base a las siguientes ecuaciones: el volumen tidal (Vt, en L), que se
corresponde con el volumen maximo de aire que entra en los pulmones en
cada inspiracion, y se determina a partir de la ecuacién 0,0062 x Mb>®*, donde
Mb es el peso del individuo en Kg (Tabla 1); Y la frecuencia respiratoria (FR, en
min-1), que se calcula en base a la ecuacién 53,5 x Mb®%. Se aplicé una
presion positiva al final de la expiracion (PEEP) de 3 mbar (3 cm de H,0) y se
suministré O, al 100% con un flujo de 1 L/min durante todo el periodo en el que
el animal permanecié con el torax abierto (Schwarte et al., 2000). El I/E ratio, 0
tiempo que dura cada ciclo respiratorio fue del 50% (1:1). Como conector entre
la canula de intubacién y el ventilador se utilizé una llave en “Y” de 2 vias con
un espacio muerto de 2,5 cm aproximadamente. Los tubos de conexion entre el
ventilador y la llave en Y pueden ser de tamafio variable. Sin embargo, el
espacio muerto (union de la conexién en Y a la canula de intubacion) debe ser
minimo, ya que en el espacio muerto no se produce intercambio de gases. De
forma general, el animal sélo recibe un 70% del Vt calculado y soporta un
espacio muerto no superior al 30%. Si este espacio muerto es mayor, se puede
producir una hipoxia que llevaria a una ventilacion apnéica pudiendo provocar

la muerte por afixia del animal.

TABLA 1. Parametros respiratorios aplicados en funciéon
del peso del ratén (20-60 g)

Peso (g) Vt (mL) FR (Respiraciones x min™)
20 0,12 148
25 0,15 141
30 0,18 134
35 0,21 128
40 0,24 124
45 0,27 120
50 0,30 117
55 0,33 114
60 0,36 111

Vt, volumen tidal
FR, frecuencia respiratoria.
Célculos obtenidos automaticamente mediante el ventilador
mecanico para roedores (Inspira asv, Harvard Apparatus)
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1.3.3. Gasometria

Se realizaron gasometrias de sangre arterial en ratén para controlar los
parametros bioquimicos o gaseosos que pudieran verse afectados por el
proceso anestésico y la VMC. Para ello, se utilizaron tubos capilares para
recogida de sangre con un volumen aproximado de 140 pL (Multicap Siemens,
Estados Unidos), pulgas de mezclado para uso con tubos capilares para
gasometria sanguinea (Siemens, Estados Unidos), tapones capilares para
tubos capilares de un volumen aproximado de 140 uL (Capillary Caps Siemens,
Estados Unidos), hielo y un gasdémetro Rapidsystems (Siemens, Estados
Unidos) proporcionado por los Labortorios Clinicos del Hospital Universitario
Vall d’'Hebron (HUVH, Espana).

La volemia de un ratén esta en torno a 76-80 mL/Kg (Hoff, 2000). La
cantidad maxima de sangre que se puede extraer se corresponde con el 10%
de la volemia del roedor. Ademas, en el caso de requerir extracciones repetidas
de sangre para varias gasometrias solo podriamos disponer de 0,5-0,8 mL/Kg
de sangre cada 24 horas, reemplazando siempre el volumen extraido por NacCl
al 0,9% via SC. Un raton de 30 g tiene aproximadamente una volemia de 1,75
mL. Como el volumen de sangre maximo que se puede extraer es del 10% de
la volemia, soOlo podriamos obtener 0,175 mL de sangre de un ratdon con ese
peso corporal. En base a estas consideraciones, una vez canulada la arteria
cardtida del ratbn como se explica mas adelante en el apartado 1.5, se
extrajeron aproximadamente 140 pL de sangre arterial a través de la arteria
carotida del roedor depositandolos en el tubo capilar previamente cerrado por
un extremo con un tapon capilar. Seguidamente se introdujo una pulga de
mezclado en el capilar y se cerré el extremo aun libre. Colocando el capilar en
hielo, se mantuvo la agitacion de la pulga mediante un iman hasta llegar al
gasometro en el que se realizo la prueba. Cada gasometria nos proporciond
valores de pH, pCO,, pO,, HCO3, Na*, K*, Ca*" y CI.

1.4. Monitorizacion del animal

La monitorizacion de los animales durante el protocolo quirargico tiene
como finalidad conseguir mantener unos parametros fisiolégicos estables

durante el tiempo de duracién del proceso y conseguir la reproducibilidad del
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procedimiento experimental. Durante todo el protocolo experimental se llevo a
cabo un registro del electrocardiograma (ECG) del animal obteniéndose el ciclo
cardiaco y la FC. Para ello se utiliz6 un sistema de adquisicion de datos
biologicos Powerlab (ADInstruments, Estados Unidos) constituido por los
siguientes elementos: el programa informatico LabChart 7 (ADInstruments,
Estados Unidos), las unidades externas Powerlab/8SP y Animal Bioamp ML136
junto con tres electrodos de aguja monopolares colocados de forma SC. Los
electrodos transportan la sefial desde el animal hasta la unidad Animal Bioamp
ML136 (amplificador para el ECG) y esta finalmente al ordenador. Los
electrodos se colocaron en derivacion Il utilizando una toma de tierra colocada

en la extremidad inferior libre (Figura 4).

FIGURA 4. A, Esquema de ECG en derivacion Il, donde se coloca el
electrodo positivo en la extremidad inferior y el negativo en la
extremidad superior contraria. B, ratdon durante la cirugia con
derivacion II.

El ECG del raton muestra una onda P y un complejo QRS similares a los
humanos, sin embargo, la fase de repolarizacién ventricular del ECG de raton
(la onda T en humanos) presenta diferencias con respecto a la humana (Liu et
al., 2004) (Figura 5). El software que se ha utilizado se disefié para el registro
del ECG en humanos por lo que se denomina a la onda que sigue
inmediatamente el complejo QRS la onda T de acuerdo con este software. Sin
embargo, en ratones esta onda T se corresponde con la repolarizacion

ventricular temprana, por lo que deberia denominarse onda J (Liu et al., 2004).
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FIGURA 5. Registro electrocardiografico a través del software Labchart 7
(ADInstruments, Estados Unidos). P, ondade despolarizaciéon que se
propaga desde el nédulo seno-auricular a través de las auriculas; complejo
QRS, despolarizacion ventricular; segmento ST, periodo isoeléctrico con
ventriculo totalmente despolarizado; T, repolarizacion ventricular.

1.5. Canulacién de vasos sanguineos

Se ha puesto a punto el procedimiento de canulacién de la arteria
carotida derecha y de la vena yugular derecha (Figura 6). En el primer caso, la
finalidad de la canulacion es poder realizar medidas de Pa mediante la
utilizacion de un catéter intraventricular de presion-volumen (catéter P-V) (Millar
Instruments Inc., Estados Unidos), ademas de posibilitar la extraccion de
muestras de sangre arterial para diferentes estudios. En el segundo caso, la
canulacion permite la infusion de farmacos o fluidos especificos de acuerdo con
el protocolo escogido en cada proceso experimental. ElI procedimiento de
canulacion fue el mismo para ambos vasos sanguineos. El raton, ya
anestesiado e intubado, se situ6 hacia el operador en posicién decubito dorsal.
Se utiliz6 una técnica de diseccién roma usando unas tijeras quirdrgicas para
microdiseccion. Una vez retirada la piel, se procedié a la separacion de las
diferentes capas de tejido conectivo y muscular hasta llegar al vaso de interés.
Para el caso de la arteria carétida y como ejemplo de canulacion, mediante
unas pinzas para microcirugia se aislé primero el nervio vago con especial
cuidado de no dafarlo, para a continuacion limpiar el vaso de tejido conectivo.
Se utilizé un hilo de sutura de seda de calibre 5-0 (Syneture, Estados Unidos)
para llevar a cabo la oclusion del vaso sanguineo en el extremo craneal y para

sujetar en el extremo torécico el catéter correspondiente (Figura 7).

71



Materiales y Métodos

ik
gt mrrserul gusar ]

doe Caudtal Wioran Cavim
= L&l renal

L 1S T
Mg geritprin et

Liaft dgis Fligra ganta] —

Ll Bl Fiagie il -

)

At i

FIGURA 6. Arteria cardtida y vena yugular derechas en roedores. (Fuente:
http://www.biologycorner.com/bio3/anatomy/rat_circulatory.html)

La canula o catéter PE-10 fue previamente llenado con solucién salina
heparinizada (Heparina sddica, 200 Ul/Kg, Chiesi, Italia). Con unas tijeras iris
para microdiseccion se llevo a cabo una incision en la zona media del vaso
aislado y se introdujo con la ayuda de las pinzas para microdiseccion la punta
biselada de la canula correspondiente. Una vez que la canula se insert6 0,7 cm

en el vaso sanguineo, se fij6 haciendo un nudo simple con el hilo de sutura.

FIGURA 7. Canulacion de la vena yugular. A, aislamiento del vaso.

B, corte mediante tijeras iris para microcirugia. C, introduccién del

catéter PE-10 y fijacién del mismo.

1.6. Procedimiento quirdrgico

Todo el instrumental quirdrgico utilizado en el protocolo se describe en el

apeéndice final. Los procedimientos quirurgicos se llevaron a cabo con la ayuda
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de una lente quirtrgica (estéreo microscopio M651, Leica, Alemania). Una vez
gue se monitorizd al animal y se comprobd que sus constantes vitales eran
estables se comenz6 con la cirugia toracica. La finalidad de este proceso fue
llevar a cabo una oclusion reversible de ADA y conseguir asi el IAM.
Previamente a la apertura de térax se administrd via intraperitoneal (IP)
heparina sédica diluida en NaCl al 0,9% (200 UI/Kg). Con esto se minimizo la
formacion de coagulos en las arterias coronarias y se permitio la completa
reperfusion miocardica después de liberar el punto oclusor.

El procedimiento quirargico se ha basado en el modelo de IR miocardica
realizado en rata en nuestro laboratorio y en diferentes modelos descritos en la
literatura (Michael et al., 1995; Tarnavski et al., 2004; Eckle et al., 2006; Redel
et al., 2008; Hernando et al., 2010). Se coloc6 al animal en posicion supina
ligeramente lateralizado, se fij6 con cinta micropore (3M, Estados Unidos) a la
talla quirargica situada sobre la manta eléctrica y se desinfectdé la zona
expuesta a la cirugia con alcohol de 96°. La apertura de térax se realizo
mediante una técnica de diseccion roma utilizando unas tijeras quirdargicas para
microdiseccion y un forceps. Se llevd a cabo una minitoracotomia izquierda a la
altura del cuarto espacio intercostal y una vez abierto el térax, se separaron las
costillas con la ayuda de un retractor para microcirugia. El cuarto espacio
intercostal se identifica por un pequefio vaso que nutre el musculo pectoral
menor originado en esa zona y por el espacio entre el I6bulo inferior y el I6bulo
superior del pulmén izquierdo. En este punto se debe tener especial cuidado de
no dafar los pulmones del animal y la parte superior del esternén, donde se
encuentra la confluencia de las venas bilaterales largas. Seguidamente se
elimind parte del pericardio con la ayuda de una minitérula quirdrgica y se
procedié a localizar ADA.

La identificacion de ADA es probablemente el paso mas critico y de
mayor dificultad en el abordaje quirargico, ya que las arterias coronarias en
ratén discurren por la parte interna del miocardio y no a lo largo de la superficie
epicérdica. A partir de la aorta se originan la arteria coronaria descendente
derecha y ADA (Icardo and Colvee, 2001; Kumar et al., 2005). La ADA sigue
principalmente dos patrones anatomicos: un primer patron en el que la arteria
transcurre hacia el 4pex cardiaco como un unico vaso principal del que nacen

ramas de tamafio variable y apareciendo estas, en muchos casos, en posicion
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horizontal con respecto a la rama principal; y un segundo patrén en el que ADA
se bifurca en dos ramas principales que discurren hacia el apex (Figura 8):
Como el color de las arterias coronarias es similar al color del musculo
cardiaco, la identificacion de ADA sin manipulacion es una etapa del protocolo
de gran dificultad. Si no es posible identificar ADA mediante una fuente de luz
modificable en intensidad, se puede aplicar una suave presion en el apex
cardiaco utilizando una minitorula. Esta maniobra provoca una palidez del
miocardio aumentando el contraste entre el tejido y los vasos sanguineos, entre
ellos ADA (Eckle et al., 2006).

o —

FIGURA 8. Esquema de la anatomia de
las arterias coronarias de raton.  Los tres
corazones superiores muestran un patron
comun en el que ADA desciende hacia el
apex como un Unico vaso principal. Los
tres corazones inferiores muestran otro
patron en el que ADA se bifurca en dos
ramas principales y desciende hacia el
apex (Michael et al., 1995).

Una vez que se localizé ADA, se llevo a cabo el proceso de oclusion con
el fin de obtener la isquemia transitoria deseada. Mediante el uso de un
portagujas para microcirugia e hilo de sutura de seda 6-0 con aguja BV-1
atraumatica (Ethicon, Jhonson & Jhonson. Estados Unidos) se pas6é un punto
de oclusion aproximadamente a 2-3 mm del vértice de la auricula izquierda
cuando esta se encuentra en su posicion normal (Tarnavski et al., 2004).
Finalizado el paso del punto de oclusion, se llevé a cabo un nudo doble y se

acerc6 lo maximo posible al corazén, para seguidamente introducir un tubo de
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polietilieno PE-50 de 3-4 mm de longitud a modo de tubo oclusor y protector del

miocardio evitando con esto la rotura del musculo cardiaco (Figura 9, By C).

FIGURA 9. A, raton ventilado antes de comenzar el proceso quirdrgico. La linea
muestra aproximadamente la zona anatémica donde se encuentra el 4° espacio
intercostal. La flecha sefiala la sonda rectal de control de temperatura. B, oclusion
de ADA con la ayuda de un tubo de polietiieno PE-50. El punto de oclusion
transitoria (marcado por la flecha) se llevd a cabo con hilo de sutura de seda de
calibre 6-0 (en color amarillo) (Klocke R et al. 2007). C, punto de oclusién (flecha)
situado a 2-3 mm de la punta de la auricula izquierda en su posiciéon normal. D,
colocacion del tubo PE-50 (flecha) y el nudo corredizo que lo fija a la zona donde se
ocluye ADA.

Seguidamente, se apretd el nudc con la consiguiente oclusion de ADA y se
efectué un nudo corredizo para, por una parte fijar el nudo doble al tubo
oclusor, y por otra posibilitar que la oclusién iuera transitoria (Figura 9, D). El
comienzo de la isquemia se verificd en el ECG donde se observo una elevacion
del segmento ST a los pocos segundos de la oclusién coronaria (Redel et al.,
2008). Durante el tiempo que duré la isquemia se cubrid el térax abierto del
animal con una gasa quirargica empapada en NaCl al 0,9% a 37 °C.

Para dar paso al periodo de reperfusion se liberé el nudo corredizo

efectuado anteriormente y se extrajo el tubo oclusor PE-50 restaurandose asi el
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flujo coronario. En la reperfusion se observdé un descenso progresivo del
segmento ST corroborando la correcta reanudacion del flujo coronario. Al
finalizar la oclusion transitoria y comenzar la reperfusion se cerr6 el torax del
animal con el fin de evitar pérdidas de agua, electrolitos y de restaurar la
presion negativa intratoracica. Utilizando un hilo de sutura de seda 6-0 (Aragon,
Espafia) se pasé un punto intercostal fijandolo con un nudo triple y se dejé una
longitud determinada del hilo de seda utilizado para la oclusion en la cavidad
toracica. Al mismo tiempo que se apretaba el nudo triple, se ejercié una ligera
presion sobre el térax y el vientre del animal para eliminar el posible aire
residual de la cavidad toracica y evitar un neumotdrax. Con la caja toracica ya
cerrada se suturaron las capas musculares y la piel mediante una sutura
discontinua. El resto del hilo 6-0 de seda usado en la oclusion coronaria se
colocé entre la caja toracica y la piel. Al finalizar la sutura se desinfect6 la zona
con alcohol de 96°.

Ya con el animal suturado se cambi6 el ventilador a modo de ventilacion
asistida para agilizar la extubacion progresiva. Mediante este modo, el
ventilador detecta cuando la FR del animal es mayor que la establecida en
base a su peso corporal, lo que indica que esta despertandose y por lo tanto se
pueden llevar a cabo intentos de desconexion de la VMC. Ademas, en este
momento se mezcld en la ventilacion un 50% O, con un 50% de aire ambiental.
Con todo esto se consiguié que el animal respirase de forma independiente
siendo posible la desconexién del ventilador y la extubacion. Durante el tiempo
transcurrido hasta la extubacion del animal se mantuvo un control de la

temperatura y del ECG.

1.7. Cuidados y tratamientos postquirdrgicos

En el momento en el que el animal rechazé la canula de intubacién y
comenzo a respirar de forma independiente se le colocé aislado en una jaula
previamente calentada con una manta eléctrica para evitar contaminacion en la
Zzona quirargica o dafo causado por otros animales. Con el fin de impedir que
el animal aspirara de forma accidental la viruta de la jaula se colocé una toalla
de papel entre éste y la viruta durante el tiempo de recuperacion. Ademas, se
le suministr0 oxigeno hasta que comenzé a moverse y a respirar con

normalidad. Se someti6 al animal a tratamiento antibiético profilactico
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suministrando una uUnica dosis de cefazolina (Tasep, IPS Farma, Espafia) via
SC, a una concentraciéon de 80 mg/Kg. Ademas, se efectué un tratamiento
analgésico con buprenorfina hidrocloruro (Buprex, Merck & Co. Inc., Estados
Unidos) via SC, a una concentracion de 0,01 mg/Kg cada 8 horas y durante las

48 horas siguientes al fin del protocolo quirargico (Borst et al., 2011).

1.8. Calculo del edema tisular

Se calcul6 el edema en el tejido pulmonar y en el tejido cardiaco. En
ambos casos el procedimiento fue el mismo. En el procesado del animal (ver
apartado 1.10.1, pagina 78) se extrajeron tanto los pulmones como el corazon.
Un fragmento de pulmén y una de las lonchas de corazén obtenidas se
pesaron en balanza de precision y se colocaron en una estufa (Selecta,
Espafia) a 100 °C durante 12 horas. Una vez que se obtuvieron estos datos, el
calculo del edema tisular se llevéd a cabo de la siguiente forma: (Peso del tejido
hamedo — Peso del tejido seco / Peso del tejido seco) x 100, obteniendo como
resultado mL de agua por cada 100 mg de tejido seco.

1.9. Estudio ecocardiografico

La ecocardiografia es una técnica no invasiva muy eficaz para
caracterizar la funcién ventricular en un animal de forma seriada.

Se llevd a cabo un estudio ecocardiogréafico con la finalidad de obtener
medidas ecocardiograficas basales, de forma periédica cada mes, en
precirugia, a los 7 dias de reperfusion y a los 28 dias de reperfusion, segun el
protocolo experimental escogido. Se utilizé un aparato para ecocardiografia
VIVID Q (General Electric, Estados Unidos) con una sonda lineal i12L-RS de 12
MHz. Se suministré a los animales una dosis anestésica de induccion de
isofluorano al 4% y se mantuvieron bajo una ligera dosis de isofluorano (0,5%)
durante el protocolo ecocardiografico con el fin de mantener la respiracion
espontanea. Se afeité el pecho del animal y se colocé ligeramente lateralizado
hacia la izquierda. Se llevé a cabo la monitorizacién de la temperatura 'y el ECG
en derivacion 2 como ya se ha explicado anteriormente. Se obtuvieron
imagenes en dos dimensiones en el eje corto paraexternal a nivel de los
musculos papilares (Gao et al., 2000) (Figura 10). Se midieron digitalmente en
modo M y haciendo una media de al menos 3 ciclos cardiacos los parametros
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siguientes: el grosor del septum intraventricular diastdlico (SVId), el diametro
telediastdlico del ventriculo izquierdo (DVId), el grosor de la pared posterior del
ventriculo izquierdo en diastole (PPVId) y el diametro telesistolico del ventriculo
izquierdo (DVIs). Con estos datos se calcularon la fraccion de acortamiento
(FA) en porcentaje determinada por la ecuacion FA = DVId — DVIs / DVId x
100, y la fraccion de eyeccion (FE) en porcentaje dada por la ecuacion FE =
DVId3 — DVIs3 / DVId3 x 100.
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FIGURA 10. Estudio ecocardiografico del ventriculo izquierdo (VI) de
raton en modo M en el eje corto paraexternal a nivel medio papilar.

1.10. Determinacion del tamano del infarto

En los modelos de IR miocardica in vivo, para conocer la severidad del
dafio miocardico tras un IAM es critico determinar con la mayor exactitud
posible el tamafio del infarto. Para ello se debe extraer el corazon del animal y
someterlo a un estricto protocolo de procesado que dependera del tipo de
procedimiento experimental escogido: 1) o bien, protocolo experimental de
cirugia aguda en el que el tiempo de reperfusion sera inferior a 24 horas, 2) o
bien protocolo experimental de cirugia créonica con mas de 24 horas de

reperfusion.
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1.10.1. Procesado en el procedimiento experimental agudo

Previamente al anestesiado del animal se prepararon una serie de
soluciones necesarias para el protocolo de procesado (Tabla 2). Se preparé
una solucion de tincion azul de Evans (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) al 1%
en solucion fisiologica con NaCl al 0,9% utilizada para demarcar el area en
riesgo (AR) obtenida a causa de la oclusion de ADA. Con este colorante se
marca de color azul toda la parte del corazén que no depende de la irrigacion
de ADA, es decir, la parte no infartada, mientras que la parte correspondiente al
AR aparece de color rojo palido-blanquecino. Se preparé tampon fosfato salino
(PBS, Sigma-Aldrich, USA) que se utiliz6 para la preparacion del colorante
cloruro de trifeniltetrazolio (TTC, Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

El TTC se utiliz6 para marcar la zona infartada del miocardio. Este
compuesto es un indicador redox utilizado para diferenciar entre tejido
metabdlicamente activo, que aparece coloreado en rojo debido a la reaccion de
deshidrogenacion que sufre el colorante facilitada por la presencia de NADH, y
tejido metabdlicamente inactivo, que en este caso aparece de color palido
blanquecino debido a la ausencia de coloracion a causa de una menor
produccion de NADH que desemboca en una menor actividad deshidrogenasa
(Figura 11). Se prepar6 una solucién de tampén formalina al 10% que se utilizé

para remarcar la zona infartada fijando la tincion previa con TTC.
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TABLA 2. Soluciones utilizadas en el procesado del corazén.

Solucién

Procedimiento Referencia Composicion

quirargico

Caducidad

Conservacion

Azul de Evans

PBS

TTC 1%

Formalina
tamponada 10%

Parafolmaldehido
4%

KHB

PSR

HE

Agudo

Agudo

Agudo

Agudo

Agudo
Cronico

Agudo
Crénico

Cronico

Cronico

Sigma

Sigma

Sigma

y Sigma

Sigma

Merck

5% en NaCl al
0,9%

1 pastilla
comercial de
PBS, 200 mL
H,O4 estéril
1gTTC, 100 mL
PBS

100 mL
Formaldehido
40%, 900 mL
H,Oq4 estéril, 4 g
NaH,PO,4, 6,5 ¢
Na,HPO, anhidro
25 mL
paraformaldehido
16%, 25 mL
tampon  fosfato
0,4 M, 50 mL,
H,0y4

En mM: NaCl
140, NaHCO; 24,
KCI 2,7, KH,PO,
0,4, MgSO, 1,
CaCl, 1,8,
glucosa 11
Sirius red F3B,
acido picrico
Hematoxilina de
Harris, eosina
amarilla

Semanal

Semanal

Diaria

Mensual

Mensual

Diaria

3 afios

3 afios

4°C

4°C

4°C

Temperatura
ambiente

4°C

4°C

Temperatura
ambiente
Temperatura
ambiente

PBS, tampon fosfato salino; TTC, Cloruro de Trifeniltetrazolio; H,O4, agua destilada; KHB,
tampon de bicarbonato Krebs-Henseleit; PSR, picrosirius red; HE, hematoxilina-eosina.

.,
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TPT (color blanco)

FIGURA 11. Mecanismo de accion del

Donador de e
(NADH)

Succinato deshidrogenasa

TTC

TPF (color rojo)

(2,3,5-triphenyltetrazolium

chloride ). ElI compuesto de color blanco (TPT, trifeniltetrazolio) es reducido
enzimaticamente a TPF (trifenilformazan) de color rojo mediante la accion de varias
deshidrogenasas en los tejidos vivos, mientras que se mantiene como TTC blanco
en las zonas de necrosis donde estas enzimas se han desnaturalizado, degradado
o no disponen de una fuente donadora de e necesaria para la reaccion.
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Transcurridas 24 horas de reperfusion se anestesié al animal mediante
una dosis letal de pentobarbital sdédico (100 mg/Kg, Farmacia Carreras,
Espafia) via IP. Con la ayuda de una pinza de diseccion y unas tijeras de
diseccion, se llevo a cabo una toracotomia, se visualizaron los hilos de sutura
utilizados para la oclusién coronaria y se reocluyd ADA. Seguidamente se
extrajo el corazon y se retroperfundié en un sistema Langendorff. Brevemente,
se trata de un sistema de perfusion de corazon aislado en ratdén para limpiar de
sangre Y fijar el tejido cardiaco. En este modelo, una vez que el corazon es
extraido, se conecta al sistema a través de la aorta y se perfunde
retrogradamente con un tampén KHB. En nuestro caso, los corazones fueron
rapidamente perfundidos con un flujo constante de 2,5 mL/min usando para
limpiar el corazén, el tampon KHB equilibrado con 95% 0,-5% CO, y
atemperado a 37 °C, para seguidamente administrar 1 mL del colorante azul de
Evans al 5%. En el caso de que la perfusion del colorante sea correcta se
observara un area ausente de tincion azul correspondiente a la zona irrigada
por ADA vy, por lo tanto, considerada AR. Inmediatamente después de
administrar el colorante se colocé el corazén en NaCl al 0,9% previamente
congelado. Se lavé utilizando una jeringa con aguja 25 G y administrando NacCl
al 0,9% a través de los grandes vasos. A continuacion, se limpié el corazon
eliminando las auriculas y la vena pulmonar, se deposité en un molde de acero
(Zivic Labs, Estados Unidos) graduado para realizar cortes de 1 mm de
espesor mediante cuchillas de un solo filo. Las lonchas obtenidas se
numeraron desde la parte mas basal a la parte mas apical, de forma que la

loncha L1 se corresponderia con la parte basal del corazén (Figura 12).
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APICAL

FIGURA 12. Corte del corazén y
distribucion de las lonchas
obtenidas. L1 se corresponde con la
parte basal del corazén. Cada
loncha posee aproximadamente 1
mm de espesor (Ye et al., 1997).

Se introdujeron las lonchas en la solucién de TTC al 1% y se incubaron
durante 5 minutos en bafio con agitacion (Grant OLS 200, Reino Unido) a 37 °C
en una placa de 6 pocillos. Una vez terminado el periodo de incubacién en TTC
se pesaron las lonchas de forma individual en balanza de precision Precisa
180A (Pacisa, Espafia), se colocaron en PBS y se fotografiaron por ambas
caras. Seguidamente se incubaron en tampon formalina al 10% durante 12
horas. Este paso potencia el contraste entre las zonas necréticas y las zonas
no necroticas de tejido (Bohl et al., 2009). Finalmente se volvieron a fotografiar
como se ha descrito anteriormente y la loncha mas representativa del infarto
(normalmente la loncha L4 o la L5) se preservo en paraformaldehido al 4%
para posteriormente incluirla en parafina y llevar a cabo estudios histolégicos.

1.10.1.1. Determinacion del Area en Riesgo (AR) y del Area de Infarto (Al)

En los animales sometidos al procedimiento experimental agudo,
después de llevar a cabo la coloracion con azul de Evans y TTC descrita

anteriormente, se identificaron tres zonas claramente delimitadas en las
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lonchas: 1) una zona pdlida correspondiente al Al, 2) una zona roja
correspondiente al AR y 3) una zona azul correspondiente al resto del tejido
cardiaco no comprometido por la oclusion. Cada una de las lonchas se midio
mediante planimetria utilizando un programa informatico (Image-Pro Plus
4.5.0.29, Media Cybernetics, Estados Unidos) y se cuantificaron las areas de
cada loncha por ambas caras. El Al en gramos de cada loncha se calcul6 de la
siguiente manera: Al (g) = Area infartada de la loncha / Area total de la loncha x
Peso de la loncha (g). ElI AR (g) de cada loncha se calcul6é de la misma manera
que el Al (g). El tamafio del infarto o Al del corazon se expresé en porcentaje
como tamafio de la necrosis en relacion con el AR y se calcul6 de la siguiente
manera: Al/AR (%) = > Al de cada loncha x 100/ ) AR.

1.10.2. Procesado en el procedimiento experimental cronico

Para el caso del procesado del corazon en el procedimiento
experimental crénico, se utilizé6 el tampén KHB para lavar los corazones
mediante perfusion retrograda en Langendorff previa a la perfusion de los
mismos con paraformaldehido al 4%, esta ultima con la finalidad de fijar el
tejido cardiaco para su posterior inclusién en parafina. Ademas, se prepararon
las tinciones de hematoxilina-eosina (HE) y picrosirius red (PSR) para la
cuantificacion del tamafio del infarto y del remodelado ventricular.

Una vez anestesiado el ratbn como se ha descrito anteriormente para el
procedimiento agudo, con la ayuda de una pinza de diseccion y unas tijeras de
diseccion, se llevé a cabo una toracotomia, se extrajo el corazén y se proceso
de dos formas diferentes. Un grupo de corazones se introdujo rapidamente en
nitrogeno liquido y se preservO a - 80 °C para futuras determinaciones
bioguimicas. El resto de los corazones de animales que completaron el
protocolo experimental se depositaron en suero fisiologico (NaCl al 0,9%,
Fresenius Kabi, Espafia) previamente enfriado y se sometieron a un sistema
Langendorff como se ha descrito anteriormente, salvo que en este caso, para
fijar el tejido cardiaco previo a su inclusion en parafina, después de lavar el
corazon con KHB, se perfundieron con paraformaldehido al 4%. Al terminar la
perfusion, se pesaron y se almacenaron los corazones en tubos con

paraformaldehido al 4% durante 24 horas.
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1.10.2.1. Preparacion del tejido e histologia

Los corazones sometidos al protocolo crénico, transcurridas 24 horas en
paraformaldehido al 4%, se colocaron en un molde de acero (Zivic Labs,
Estados Unidos) graduado para realizar cortes de 1 mm de espesor mediante
cuchillas de un solo filo. Las lonchas obtenidas se numeraron desde la parte
mas basal a la parte mas apical como ya se ha descrito. Seguidamente se
incluyeron en parafina y se cortaron en el microtomo obteniendo secciones
seriadas de 4 ym con un espacio entre cada corte de 200 um. Una vez que se
identifico el area por debajo de la sutura, se desparafinaron las secciones para
ser tefiidas con hematoxilina-eosina (HE, Merck, Alemania) y picrosirus red
(PSR, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). La HE nos permitié diferenciar los
nacleos celulares (en azul-purpura tefiidos por la hematoxilina de caracter
cationico con tincion de estructuras acidas) del citoplasma celular (en color rosa
tefido por la eosina de caracter anionico con tincidbn de estructuras con
predominio de bases). La tincion con PSR tifie las fibras de colageno de color
rojo en un fondo amarillo palido vistas al microscopio de campo claro
(Junqueira et al., 1979). Si se examinan las preparaciones a través de un
microscopio con polaridad cruzada, las fibras de colageno grandes aparecen
de color amarillo brillante o naranja, y las mas delgadas, incluyendo las fibras
reticulares, en color verde. De acuerdo con Junqueira et al., el colageno es
altamente birrefringente por lo que debemos rotar las preparaciones para poder

detectar todas las fibras.

1.10.2.2. Determinacion del Area en Riesgo (AR) y del Area de Infarto (Al)

En los corazones sometidos a 28 dias de R (protocolo quirdrgico
cronico), el Al en % (parte roja de las secciones correspondiente al colageno)
con respecto al AR en % estimada en base a la transmuralidad del infarto fue
calculada como la cantidad de colageno depositado mediante planimetria
utilizando el programa informatico Image-Pro Plus (Figura 13) (Lim et al., 2011;
Benavides-Vallve et al., 2012). El &rea ocupada por el infarto se midi6 en 4

secciones de cada una de las lonchas obtenidas para cada raton.
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FIGURA 13. Calculo del area de infarto en
rojo (Al) con respecto al area en riesgo
delimitada por la linea discontinua (AR)
estimada en base a la transmularidad del
infarto.

1.11. Eutanasia

El protocolo experimental llegd a su fin una vez que concluyo el periodo
de reperfusion. En ese momento, se extrajo el corazén del animal para
procesarlo como se ha descrito anteriormente. En los casos en los que se
observaron problemas relacionados con la salud del animal o un sufrimiento
intolerable que superara los criterios de punto final establecidos en el modelo
experimental presentado ante el CEEA, los animales se sacrificaron con una
sobredosis anestésica de pentobarbital sédico via IP a una concentracion de
100 mg/Kg (Farmacia Carreras, Espafa) y una dosis de buprenorfina
hidrocloruro (Buprex, Merck & Co. Inc., Estados Unidos) via SC, a una

concentracion de 0,01 mg/Kg.
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2. DETERMINACION DE LA CON:I'RIBUCION DE LA
MUERTE POR APOPTOSIS AL DANO POR ISQUEMIAY
REPERFUSION

Como ya se ha detallado en la introduccién de esta tesis, la contribucion
de la apoptosis al dafio por IR es controvertida. Con el objetivo de determinar si
la apoptosis participa en la muerte de los cardiomiocitos que tiene lugar tras un
episodio de isquemia transitorio, se ha utilizado un nuevo modelo de ratén
transgénico con una doble delecién cardioespecifica para los genes de las
caspasas efectoras 3y 7 (Casp3/7), proteasas criticas del proceso apoptotico.

2.1. Ratones CaSpasa3/7 CreNkx2.5/

Los ratones caspasa3/7ceN2SM (Casp3/7) fueron cedidos por el Dr.
Daniel Sanchis, perteneciente al Laboratorio de Sefializacion Celular y
Apoptosis del Institut de Recerca Biomedica de Lleida (Espafa). Todos los
animales tuvieron una edad comprendida entre 8-12 semanas y 20-25 g de
peso.

Este modelo condicional de raton proviene del cruce entre una cepa
C3CT7flox y una cepa Nkx2-5Cre especifica de corazon. Los animales C3C7flox
se han obtenido del cruce entre una cepa C57BL/6 deficiente para el gen de la
caspasa 3 con una cepa C57BL/6 deficiente para el gen de la caspasa 7. El
gen Nkx2-5 codifica el homeobox-containing transcription factor implicado en el
desarrollo del miocardio y se usa como un marcador cardiaco especifico en los
embriones de vertebrados. Se utiliz6 como un locus genético para condicionar
la expresion del gen de la recombinasa Cre en el miocardio, obteniéndose la
cepa Nkx2-5Cre. Los ratones Caspasa3/7°N*?%" son animales con una doble
delecidon cardioespecifica para las caspasas 3 y 7, y la eficacia de la doble

delecién ha sido comprobada por el grupo experimental del Dr. Daniel Sanchis.

2.2. Protocolo experimental

En la figura 14 se detallan los dos protocolos experimentales a los que
se sometieron los ratones Casp3/7 y sus respectivos controles (WT). En un

primer protocolo (protocolo agudo), tras 45 minutos de oclusion coronaria
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transitoria, los animales se reperfundieron durante 24 horas (IR 24h). En un
segundo protocolo (protocolo crénico), tras 45 minutos de isquemia coronaria

transitoria, los ratones fueron sometidos a 28 dias de reperfusion (IR 28d).

|:| Isquemia

I Reperfusién

45 min 24 horas
L
45 min 28 dias
L

FIGURA 14. Protocolos experimentales utilizados en la caracterizacién

de la muerte celular por IR miocardica in vivo en raton. A se corresponde
con el periodo de anestesia y T se corresponde con la fase de apertura de
torax.

2.3. Protocolo quirdargico agudo

A los animales sometidos al protocolo quirtrgico agudo, se les realizé
una ecocardiografia tras 24 horas de reperfusion siguiendo los criterios
explicados anteriormente en materiales y métodos.

Tras finalizar el periodo de reperfusion se extrajeron los corazones, se
tineron con azul de Evans y con TTC, y se determiné el Al con respecto al AR

en % como ya se ha explicado anteriormente.

2.4. Protocolo quirargico cronico

A los animales que siguieron el protocolo quirdrgico crénico, se les
realizd un estudio ecocardiografico basal (antes de cirugia) y tras 28 dias de
reperfusion.

Tras finalizar el periodo de reperfusion, se extrajeron los corazones, se
incluyeron en parafina, se cortaron en el microtomo obteniendo secciones
seriadas de 4 ym y se tifieron con PSR como se ha explicado anteriormente.
Con las tinciones ya realizadas se determind el Al en % (parte roja de las
secciones correspondiente al colageno) con respecto al AR en % estimada en

base a la transmuralidad del infarto.
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3. EFECTO DE LA OBESIDAD SOBRE EL DAN,O
MIOCARDICO POR ISQUEMIA'YY REPERFUSION

La obesidad es un factor de riesgo asociado a la cardiopatia isquémica y
esta estrechamente relacionada con la aparicion de los principales factores de
riesgo en la arterioesclerosis (hipertension, hiperlipidemia y DM-2). Esta
relacion provoca que la obesidad se encuentre siempre asociada a
comorbilidades que pueden enmascarar sus verdaderos efectos sobre el IAM.

Como ya se ha explicado anteriormente, se ha sugerido un efecto
paraddjico de la obesidad por el que los individuos obesos presentan una mejor
prognosis tras un IAM que los individuos de peso normal. Este fenbmeno es
muy controvertido y no se conocen los factores que lo determinan. La obesidad
desencadena un estado inflamatorio crénico leve con la alteracion en la
produccion de factores proinflamatorios como la IL-6, el TNF-a o MCP-1, o la
modificacion en la expresion de adipoquinas como la leptina, resistina o
adiponectina. Estas alteraciones podrian modificar la resistencia del miocardio
al insulto isquémico.

Con el objetivo de determinar si la obesidad modifica la tolerancia del
miocardio al dafio por IR, se ha utilizado un modelo de raton BDF1 con
obesidad inducida por dieta HFD y sin el efecto de otras comorbilidades,
sometido a un protocolo de 45 minutos de oclusién coronaria seguidos de 28
dias de reperfusion. Los resultados obtenidos se han correlacionado con los

niveles de citoquinas y adipoquinas.

3.1. Animales, dieta y seguimiento en el tiempo

3.1.1. Animales

Los animales de experimentacibn utilizados fueron ratones
pertenecientes a la cepa BDF1. Esta cepa proviene de la F1 de un cruce entre
la cepa C57BL/6, la cual puede desarrollar una obesidad inducida relacionada
con resistencia a la insulina; y la cepa DBA-2, en la que aparece una disfunciéon
de la célula beta pancreatica con la consiguiente disminucion en la secrecién

de insulina (Karasawa et al., 2009). Los ratones BDF1 desarrollan obesidad
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relacionada con resistencia a la insulina mediante una dieta alta en grasas

(Karasawa et al., 2009).

Los animales fueron adquiridos a Charles River, Espafia, con 18-20 g de
peso y aclimatados en las salas del estabulario como ya se ha descrito

anteriormente.

3.1.2. Dieta

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron dos tipos de dieta. Por un
lado, la dieta 2018 (Harlan, Estados Unidos) que fue usada como dieta
estandar (CONTROL) con un promedio de calorias procedentes de proteinas,
grasas y carbohidratos de 24:18:58 respectivamente y un contenido calorico de
3,27 Kcallg. Por otro lado, la dieta D12492 (Research Diets, Estados Unidos),
una dieta alta en grasas (HFD) utilizada para desarrollar la obesidad con un
promedio de calorias procedentes de proteinas, grasas y carbohidratos de
20:60:20 respectivamente y un contenido calérico de 5,24 Kcal/g (Tabla 3).

Una vez que los animales se aclimataron durante una semana a las
instalaciones del estabulario dio comienzo la alimentacion. Los ratones se
dividieron en dos grupos, ratones control y ratones HFD. El desarrollo de
obesidad fue seguido cada mes mediante el control del peso y la determinacion
de la glucosa circulante. A los 6 meses de alimentacion se realiz6 el protocolo

quirargico.

TABLA 3. Composicion y caracteristicas energéticas de las dieta
estandar (CONTROL) y la dieta de alto contenido en grasas (HFD)
CONTROL HFD

Proteinas totales (g%) 18,9 26,2
Carbohidratos totales (g%) 53,33 26,3
Grasas totales (g%) 5,70 34,9

Caracteristicas energéticas
Energia total (Kcal/g) 3,27 5,24
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3.1.3. Protocolo experimental y seguimiento en el tiempo

Se utilizaron un total de 54 ratones y cada uno de ellos fue asignado a

uno de los siguientes grupos experimentales:

a) ratones alimentados con una dieta estandar y sometidos a todo el
proceso quirdrgico pero sin oclusion de ADA (CONTROL Sham,
n=12),

b) ratones alimentados con una dieta estandar y oclusion de ADA
durante 45 minutos seguida de 28 dias de reperfusion (CONTROL
IR, n=14),

c) ratones alimentados con una dieta HFD y sometidos a todo el
proceso quirargico pero sin oclusion de ADA (HFD Sham, n=14),

d) ratones alimentados con una dieta HFD y sometidos a oclusién de
ADA durante 45 minutos seguida de 28 dias de reperfusion (HFD IR,
n=14).

Durante cada mes, a los 7 dias de reperfusion y a los 28 dias de
reperfusion se determind la glucosa plasmaética (G), se pesaron los animales
(P), se llevd a cabo una ecocardiografia (E) y se determiné la presion arterial
(Pa) (Figura 15). Por otro lado, a los 2 meses, 3 meses y 6 meses de
alimentacion con dieta HFD se determinaron los niveles de triglicéridos (TAG) y
colesterol total (CHOtq) €n sangre. Se llevaron a cabo extracciones de sangre
(S) a traveés de la vena facial para la determinacion de los niveles de insulina,
TNF-a, leptina, resistina, MCP-1 e IL-6 de forma basal (tiempo cero), a los 6
meses y en el momento del sacrificado del animal.

A los 6 meses de alimentacion se llevd a cabo la cirugia de IR
prolongando el periodo de reperfusion durante 28 dias. Esto permitid la
formacion de una estructura cicatrizal en la zona infartada y el estudio del RVA.
Finalizado el periodo de reperfusion se sacrificé el animal y se extrajo el
corazén, se cuantific6 el edema pulmonar, y se llevaron a cabo estudios

histologicos para determinar el Al.
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FIGURA 15. Fase experimental y seguimiento en el tiempo de los animales . Con

periodicidad mensual, a los 7 dias de reperfusion y a los 28 dias de reperfusiéon se
determinaron la glucemia (G), el peso (P), la presion arterial (Pa) y se llevo a cabo una
ecocardiografia (E). De forma basal, a los 6 meses de alimentacion y en el sacrificado
del animal se realizaron extracciones de sangre (S). Al finalizar el periodo de
alimentacion, los ratones se sometieron a una cirugia de 45 minutos de isquemia
seguida de 28 dias de reperfusion. Tras el periodo de reperfusion se sacrificaron los
animales para determinar el area de corazon infartada y realizar estudios bioquimicos e
histolégicos.

3.2. Determinacion de la glucemia

La glucemia (niveles de glucosa en sangre total) se cuantificé utilizando
un kit de diagnostico comercial (Glucocard G* meter, Arkray, Japon). La
determinacion se basa en la reaccion de la glucosa plasmatica con la enzima
glucosa deshidrogenasa y el ferricianuro potasico (Figura 16). De esta reaccién
se obtiene ferrocianuro de potasio en cantidad proporcional a la concentracion
de glucosa de la muestra de sangre, que finalmente se oxida y produce una
corriente eléctrica que el medidor convierte en concentracion de glucosa. La
medida de la glucemia se llevé a cabo entre las 8:00 horas y las 10:00 horas
AM. Para ello, evitando lo maximo posible el estrés del roedor, se extrajo de la
cola una gota de sangre (entre 5y 10 pL) y se deposito en la tira reactiva del kit
comercial, obteniéndose al cabo de 15 segundos la concentracidon de glucosa

plasmatica (mg/dL).
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FIGURA 16. Reaccion de la glucosa deshidrogenasa (FAD -GDH).
La glucosa de la muestra de sangre reacciona con la FAD-GDH y con
el ferricianuro de potasio presentes en la tira reactiva, produciendo
ferrocianuro potasico en cantidad proporcional a la concentraciéon de
glucosa de la muestra. La oxidacion del ferrocianuro potasico produce
corriente eléctrica (e), que el aparato medidor convierte en
concentracién de glucosa (A. Menarini Diagnostics, Espafia).

3.3. Determinacion de la resistencia a la insulina

Para poder determinar el grado de resistencia a la insulina se utilizo el
indice HOMA (homeostasis model assessment) (Tresaco et al., 2005). Se
usaron los niveles de glucosa e insulina en suero tras seis meses de
alimentacion con dieta HFD para determinar dicho parametro mediante la
siguiente formula estandar: [glucosa (mg/dL) x insulina (mIU/mL)]/405.

3.4. Determinacion de colesterol y triglicéridos

Los TAG y los niveles de CHOa €n sangre se determinaron mediante
un kit comercial CardioChek PA (Polymer Tecnology Systems, Estados Unidos)
basado en un método colorimétrico en el que interviene la peroxidasa de
rabano. La cuantificacion del CHOa Y €l colesterol HDL (HDL) se basa en la
reaccion de los ésteres de colesterol con las enzimas colesterol esterasa y
colesterol oxidasa. Para el caso de los TAG intervienen las enzimas lipoprotein
lipasa, glicerolquinasa y glicerofosfato oxidasa. Para ambos casos en la Ultima
reaccion interviene la enzima peroxidasa dando lugar a un compuesto
coloreado en cantidad proporcional a la del parametro a medir (Figura 17). Las
medidas se llevaron a cabo entre las 8:00 horas y las 10:00 horas AM. Para lo
cual, evitando lo maximo posible el estrés del roedor, se extrajeron de la cola
entre 35 y 40 pL de sangre total y se depositaron en la tira reactiva del kit

comercial, obteniéndose al cabo de 2 minutos la concentracion de CHOgtal,

92



Materiales y Métodos

HDL y TAG en mg/dL. Por otro lado, se calcul6 de forma indirecta la cantidad
de colesterol LDL en sangre mediante la siguiente ecuacion: LDL (mg/dL) =
CHOyota) — HDL — (TAG / 5).
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FIGURA 17. A, reacciones enzimaticas utilizadas en la
determinaion de CHO y HDL en sangre. B, reacciones
enzimaticas utilizadas en la determinaion de TAG en
sangre. En ambos casos, la cantidad de compuesto
coloreado es directamente proporcional a la cantidad de
colesterol en la muestra y es detectado mediante
fotometria de reflactancia. AG, acidos grasos; 4-AAP, 4-
aminoantipirina.
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3.5. Medida de la presion arterial

El método para la medida de Pa se basa en el mismo fundamento
utiizado en humanos. De forma resumida, se aplica una presion externa
conocida al mismo tiempo que se detecta el pulso sanguineo. La deteccion de
la sefal de pulso se lleva a cabo mediante un transductor basado en un
semiconductor de silicio montado en la base de una pinza que se coloca en la
zona de paso arterial (la cola del animal). La presion sanguinea media (MAP)
se calcula de la siguiente manera: MAP = Pd + 0,33 (Ps - Pd), donde Ps y Pd
se corresponden con la presion sistolica y diastolica respectivamente (Zhao et
al., 2011) (Figura 18, B).

En nuestro caso se midi6é la Ps, la Pd y MAP a través de la cola del
animal mediante pletismografia. Para ello, se utiliz6 un medidor de presién
Letica LE 5007 (Harvard Apparatus, Estados Unidos), una camara térmica, un
manguito transductor de pulso y presion, un cepo para ratones y el software
LabChart 7.0 (AdIinstruments, Estados Unidos) (Figura 18, A). Con el fin de
minimizar en extremo el estrés del animal para evitar alteraciones en la Pa, las
medidas se obtuvieron en oscuridad, dentro de la camara térmica a una
temperatura de 27 °C aproximadamente, con el maximo silencio posible,
impregnando el cepo con la viruta de la jaula antes de introducir al raton,
realizando las medidas el mismo investigador, sin métodos de sedacion y entre
las 8:00 horas y las 12:00 horas AM. Cada animal permanecio retenido un
maximo de 30 minutos en el cepo para obtener al menos 5 medidas validas de
Pa. El valor de la Ps no debe llegar a 300 mmHg ya que repetidas mediciones
sometiendo la cola del animal a esa presion pueden causar dafio en el tejido y

rotura de vasos sanguineos.
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FIGURA 18. A, herramientas utilizadas en la medida de la Pa en raton. 1, medidor de
presion Letica LE 5007 (Harvard Apparatus, Estados Unidos); 2, caAmara térmica; 3, cepo
para raton; 4, manguito transductor de pulso y presién. B, método para la medida de Pa. 1,
Cuando se presiona el botén de inicio, la bomba de aire aumenta y con ello aumenta la
presion en la cola hasta que se ocluye la arteria; 2, la Pa aumenta en un 10% y luego
comienza a disminuir. Cuando la sefal de pulso reaparece, la presién del manguito (cuff
pressure) es interpretada como la Ps; 3, en este momento se refleja la presién del manguito
cuando la presion de pulso recupera su nivel inicial y este valor se interpreta como la Pd; 4,
el aire del manguito es liberado hasta que la presién alcanza cero y el aparato queda listo
para realizar una nueva medida.

3.6. Calculo de la reactividad arterial

Se llevo a cabo el estudio de la reactividad arterial con el fin de verificar
si la obesidad modifica la estructura arterial aortica en base a alteraciones de la
contractilidad. Se utilizaron 30 ratones divididos en los siguientes grupos:
CONTROL Sham (n=4), CONTROL IR (n=9), HFD Sham (n=9) y HFD IR (n=8).
Tras llevar a cabo el anestesiado con pentobarbital sédico (1,5 g/Kg), se realizé
una toracotomia y se extrajo el corazén. Seguidamente se obtuvo
cuidadosamente la aorta descendente a nivel toracico y se introdujo, durante 5-
10 minutos, en una solucion de Krebs oxigenada (95% 0,-5% CO,) a 4 °C
conteniendo en mM, NaCl 118,07, KCl 4,70, CaCl, 2 x H20 1,77, KH,PO4 1,17,
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MgSO, 7 x H20 1,17, NaHCO3; 24,04 y glucosa 12,2 a pH 7,4. Se limpié de
tejido conectivo, se elimind la sangre y se cortd en anillos de 3 a 4 mm de
longitud. Los anillos aorticos fueron colocados en 10 mL de bafio de 6rganos
conteniendo solucion de Krebs oxigenada a 37 °C y fueron conectados a un
transductor isométrico horizontal de fuerza (FSG-01, Experimetria, Reino
Unido). Los cambios en la presion fueron amplificados (SG-M DC bridge
amplifier module; Experimetria, Hungria) y almacenados para su posterior
analisis. Todos los anillos fueron equilibrados a una tensién basal de 30 mN
durante 1 hora. Los tejidos fueron expuestos después de la estabilizacion (pH
7,4), de 3 a 5 veces a KCl 50 mM hasta que la amplitud de la respuesta
contractil fue similar en magnitud. Para verificar el estado funcional del
endotelio, los anillos adrticos se sometieron a relajacion con el vasodilatador
acetilcolina (ACh, 1uM) después de una precontraccion con norepinefrina (NE,
2x107 M). Los anillos aérticos que se relajaron menos del 50% en la

precontraccion previa fueron descartados.

3.6.1. Curvas acumulativas de concentracidbn respuesta a los
agonistas.

Las curvas acumulativas de concentracion respuesta a ACh (desde 107
a 10®° M) y nitroprusiato sédico (NaNP, desde 10° a 10°® M) fueron realizadas
en los anillos adrticos sumergidos en una solucién de Krebs oxigenada a 37 °C.
La respuesta a ACh y NaNP fue evaluada después de una preconcentracion
con NEa2x 10" M.

3.7. Variaciones respecto al protocolo quirargico y tratamiento
postquirdrgico establecido

Tras la cirugia, los animales fueron supervisados cada 8 horas durante
las primeras 48 horas postcirugia y se pesaron a las 24 horas, a los 7 dias y a
los 28 dias de reperfusion. Transcurridos los 28 dias correspondientes al
periodo de reperfusion, los animales fueron sacrificados y los corazones se
preservaron en nitrégeno liquido, o bien se sometieron al sistema de
retroperfusion en Langendorff. Al terminar la perfusion, se pesaron y se
almacenaron en tubos con paraformaldehido al 4% durante 24 horas. Al cabo

de ese periodo de tiempo, se realizaron los cortes del corazon, se tifieron las
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secciones con HE y PSR, y finalmente se calcul6 el Al (%) con respecto al AR
(%) estimada en base a la transmuralidad del infarto como hemos visto

previamente.

3.8. Determinacién de IL-6, MCP-1, TNF- «, insulina, leptina y
resistina

Para la determinacion de los analitos IL-6, MCP-1, TNF-q, insulina,
leptina y resistina, se ultilizé un kit comercial multiensayo Milliplex MAP
(Millipore Ibérica, Espafa). En la obesidad se produce un estado inflamatorio
leve que se debe en parte a una falta de regulaciéon en la produccion de
factores anti y pro-inflamatorios por parte de los adipocitos (Vendrell et al.,
2004). Este kit permite determinar hormonas metabdlicas especificas,
citoquinas u otros compuestos relacionados con la inflamacion, la obesidad o el
sindrome metabdlico. La prueba se basa en un ensayo luminométrico multiple
que permite la deteccion de hasta 100 anticuerpos diferentes que reconocen el
mismo numero de antigenos en una sola determinacion y con un volumen
pequefio de muestra (aproximadamente 10 uL). Se fundamenta en la deteccién
de anticuerpos gque reaccionan contra los analitos anteriores. Estos anticuerpos
recubren esferas que contienen diferentes proporciones de un fluoréforo
(combinaciones de un fluoruro rojo y otro infrarrojo). La determinacién de la
cantidad de anticuerpo unido al antigeno se revela por la interaccion de un
anticuerpo  anti-inmunoglobulina  humana  conjugado con  biotina.
Posteriormente, se adiciona un conjugado estreptavidina-ficoeritrina (PE). El
ensayo se lee en un luminémetro Luminex 100/200 (Luminex, Estados Unidos).
De manera breve, cuando se hacen pasar por un detector de fluorescencia, las
microesferas que contienen los complejos antigeno-anticuerpo-estreptavidina-
PE, el colorante de las microesferas y la PE se excitan por haces de luz de
longitudes de onda de 635 y 488 nm respectivamente. La luz del laser que
pasa por el filtro de longitud de onda de 635 nm excita al fluoréforo de la
microesfera, o que permite la identificacion de los antigenos y el laser que
pasa por el filtro de 488 nm excita a la PE conjugada con estreptavidina,
permitiendo la deteccién de la cantidad de anticuerpo especifico presente en la
muestra (Binder, 2006). La determinacién de insulina, leptina, IL-6, MCP-1,

TNF-a y resistina se llevo a cabo en muestras sanguineas obtenidas de forma
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basal, a los 6 meses de alimentacién con dieta alta en grasas y a los 28 dias de
reperfusion. Brevemente, se extrajeron entre 600 y 700 uL de sangre a partir de
la vena facial del ratobn y se depositaron en hielo durante 30 minutos.
Seguidamente, usando una centrifuga Hermle Z326 K (Hermle-Labortechnik,
Alemania) se centrifugaron las muestras a 12.000 RPM durante 10 minutos a 4
°C para obtener el suero sanguineo y preservarlo a -80 °C hasta el momento de

utilizar el kit comercial de analisis.

3.9. Determinacion de adiponectina

En la determinacion de la adiponectina en suero sanguineo se utilizd un
kit comercial ELISA (Millipore Ibérica, Espafia). La adiponectina es uno de los
principales factores especificos producidos por el tejido adiposo por lo que es
de gran interés su estudio en individuos obesos. Los niveles en suero de esta
hormona son menores en sujetos obesos y aumentan cuando se produce una
pérdida de peso (Lyon et al., 2003).

La determinacién se basa en un ELISA tipo sandwich en el que se llevan
a cabo los siguientes pasos: 1) unién de las moléculas de adiponectina murina
presentes en la muestra a anticuerpos monoclonales de ratén anti-adiponectina
unidos a los pocillos de la placa del kit, 2) unidon de un anticuerpo secundario
policlonal anti-ratdbn conjugado con biotina, 3) seguidamente, unidon de la
peroxidasa de rabano a los anticuerpos biotinilados, 4) y por ultimo,
cuantificacion de los conjugados enzima-anticuerpo mediante la reaccion de la
peroxidasa con el sustrato tetrametilbenzidina. La actividad enzimatica se mide
espectrofotométricamente por el aumento de absorbancia a 450 nm. El
aumento de absorbancia es directamente proporcional a la cantidad de
adiponectina de raton capturada en la muestra.

La adiponectina se determind en muestras sanguineas obtenidas de
forma basal, a los 6 meses de alimentacion con dieta HFD y a los 28 dias de
reperfusion. Las muestras de sangre se procesaron como se ha descrito en

parrafos anteriores hasta la utilizacion del kit de ELISA.
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3.10. Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue el mismo para todas las partes en las que se
ha dividido esta tesis doctoral. Las diferencias entre los grupos se analizaron
utilizando una prueba t-student en el caso de la comparacion entre dos grupos
experimentales, o bien una prueba ANOVA de una via para el caso de mas de
dos grupos experimentales. Los cambios a lo largo del tiempo se analizaron
con ANOVA de medidas repetidas. Los casos en los que se obtuvieron
diferencias significativas por ANOVA fueron sometidos a un analisis post hoc
con el test de Bonferroni. El andlisis univariante no paramétrico de la
supervivencia se llevo a cabo mediante el método de Kaplan-Meier utilizando el
software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., Estados Unidos)
(Kaplan and Meier, 1954). La significacion se fijo6 en un P-valor de 0,05. Los

resultados estan expresados como media + SEM (error estandar de la media).
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1. DESARROLLO DE UN MODELO MURINO IN VIVO DE
ISQUEMIAY REPERFUSION MIOCARDICA

1.1. Estudio de la mortalidad

Durante el desarrollo del modelo murino in vivo de IR miocardica se han
utilizado un total de 119 ratones de las cepas C57BL/6NCrl y CD1 White (ICR).
Este tamafo muestral incluye los animales utilizados para establecer las pautas
de anestesia, el proceso de intubacion, los métodos quirdrgicos, el protocolo
postoperatorio y el procesado del corazon infartado. En la tabla 4 se detallan
los procesos clave junto con los problemas y las soluciones encontradas
durante el desarrollo del protocolo experimental. De forma general y salvo en
los casos en los que se especifique lo contrario, los datos obtenidos se refieren
a las dos cepas de ratones sin especificar diferencias entre ambas.

Inicialmente la mortalidad fue elevada y causada por el proceso de
intubacién, por la mala oclusion de ADA, la deshidratacion o hemorragias
internas por mala praxis. Al final del desarrollo del protocolo experimental se
consiguié una mortalidad en torno al 15%, porcentaje que se encuentra por
debajo de la mortalidad descrita por otros autores (Bayat et al., 2002; Klocke et
al., 2007).
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TABLA 4. Resolucion de problemas

Proceso Dificultad encontrada Solucién
Intubacion No visualizacién de la glotis. Asegurarse de que hay suficiente
endotraqueal. iluminacién transtraqueal.

Canulacién de
arteria carétida.

Control de
temperatura e
hidratacion.

Toracotomia.

Ligadura de ADA.

Oclusion.

Cierre de torax.

Reperfusion.

Anestesia
postreperfusion.

Después de la diseccion y la
ligadura, el vaso esta
colapsado y sin sangre.

El catéter PE-10 se introduce
en el vaso pero no avanza.

Quemaduras, rabdomidlisis,
hipercalemia y muerte por
deshidratacion.

Dafio en el pulmén al realizar la
toracotomia.

No es posible la identificacion
de ADA.

Hemorragia después de la
ligadura.

Infarto masivo por ligadura de
ADA demasiado alta.

Arritmias de oclusion

potencialmente letales.
Neumotdrax.

No descenso de ST.

Arritmias de reperfusién
potencialmente letales.

Muerte por sobredosis
anestésica.

Asegurarse de que la lengua esta bien
apartada y limpiar el exceso de
mucosidad.

Apretar primero el nudo de la ligadura
distal, a continuacion, tensar el lazo de
la ligadura proximal.

Retroceder y avanzar el catéter con
cuidado hasta que se introduzca en el
vaso.

Administracion de NaCl
subcutanea.

Sustitucion de manta eléctrica por
lampara infrarroja.

Cierre de térax en reperfusion.

0,9% via

Utilizar instrumental romo.

Lateralizar al animal hacia la izquierda y
una vez abierto el térax, apartar el
pulmén cuidadosamente hacia la
izquierda mediante una minitérula, de
forma que quede protegido por las
costillas.

Uso de fuentes adicionales de Iluz
dirigidas tangencialmente al corazon.
Identificar la vena que se origina en el
margen caudal de la auricula izquierda.
ADA con frecuencia trascurre paralela a
esta.

Aplicar una breve y suave presién en el
apex cardiaco utilizando una minitérula.
Esta maniobra provoca una palidez del
miocardio resaltando el color rojo de
ADA.

Asegurarse de no penetrar en exceso
en el miocardio durante el avance de la
aguja.

Asegurarse de realizar la ligadura 1-2
mm por debajo de la auricula izquierda
en su posicién normal.

Masajear ligeramente el térax o el
corazon para revertir.

Asegurarse de expulsar el aire de la
cavidad toracica antes de cerrar.

Asegurarse de que el tubo PE-50 no ha
dafiado ADA.

Administracion de heparina previa a la
oclusion.

Masajear ligeramente el térax o el
corazon para revertir.

Administrar un 50% de la dosis
anestésica utilizada en la induccién.
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1.2. Anestesia y ventilacion

Se efectuaron estudios de control de profundidad anestésica adecuando
el tipo de anestésico, la dosis inductora y la dosis de mantenimiento al tiempo
de cirugia necesario en cada protocolo experimental. Los primeros agentes
anestésicos utilizados fueron una combinacion de ketamina (Ketolar 50, Pfizer,
Estados Unidos) y xilacina (Xilagesic 2%, Calier, Espafia) via IP, por ser estos
los utilizados en nuestro laboratorio para llevar a cabo un protocolo similar de
IR miocardica in vivo en rata (Hernando et al., 2010). Estos se descartaron por
provocar una profunda depresién en la funcion ventricular y un descenso
significativo de la FC de los animales, incluso antes de ser sometidos al
proceso quirargico (Pacher et al.,, 2008). A continuacion se llevaron a cabo
pruebas con el anestésico pentobarbital sddico en una solucidon especifica en
PEG 400 también via IP (Farmacia Carreras, VHIR, Espafia). Al igual que para
los anteriores, este farmaco modificé a la baja la funcion ventricular y la FC,
pero ademas, provoco un exceso de secrecion de moco que dificultd el proceso
de intubacion (Pacher et al., 2008). Finalmente, se escogido como anestésico de
eleccion el isofluorano por varios motivos: 1) con los anestésicos anteriores se
necesitan dosis de refuerzo constantes, lo que requiere pinchar al animal cada
cierto tiempo siendo esto traumético y afiadiendo una dificultad mas al
protocolo, mientras que el isofluorano es un anestésico volatil de muy facil
administracion; 2) Tiene efectos mas benévolos sobre la funcidn ventricular y la
FC gque los otros anestésicos (Pacher et al., 2008); 3) Posee un rapido efecto
inductor (15-30 segundos), un tiempo de cirugia estable en torno a 6 horas, y
ejerce una pronta reversion de la anestesia (menos de 1 minuto) (Tabla 5)
(Szczesny et al., 2004). El escoger como anestésico de referencia un agente
volatil, tiene como principal inconveniente un mayor riesgo de exposicion para
el investigador. Debido a esto, se tomaron medidas protectoras especificas

como por ejemplo, el uso de una mascarilla con filtro para gases.
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TABLA 5. Induccion y mantenimiento de la anestesia mediante
isofluorano en ratén

Protocolo experimental Duracion Isofluorano
Induccién de la 15-30s 5%
anestesia
Protocolo quirtrgico 40-60 min 2-3%
(Ejemplo: oclusién ADA)
Mantenimiento anestesia 3-7h 1,5-2%

Modificado de Szczesny et al., 2004.

La capacidad de intubar con éxito la traquea de los ratones y controlar
su VMC es importante para los estudios que requieren recuperacion de la
anestesia y necesitan medidas repetidas de la funcion pulmonar, la funcién
cardiaca u otros procesos, tales como el uso de las imagenes radiologicas (por
ejemplo, la tomografia computerizada o la resonancia magnética) o imagenes
ecocardiograficas. La intubacion mediante traqueotomia se descarté debido a
que se somete al animal a un proceso quirdrgico extra, consume tiempo y
puede causar complicaciones en el periodo postcirugia. El método de eleccion
fue la intubacion endotraqueal no invasiva y se bas6 en el método descrito por
Tarnayski et al. (Tarnavski et al., 2004). Este método posibilita una intubacién
rapida y relativamente segura disminuyendo los riesgos del abordaje quirdrgico.
En los modelos funcionales murinos tiene especial importancia el control de la
ventilacion mediante la respiracion artificial, lo cual es dificil de conseguir como
consecuencia del pequefio tamafio del animal y de un patrén respiratorio
técnicamente exigente. En nuestro modelo, se determind el minimo espacio
muerto posible en torno a 2,5 cm de longitud de canula y se efectuaron pruebas
de ventilacion con parametros como el Vt o la FR calculados automaticamente
por el modo seguro del propio ventilador, o calculados mediante las siguientes
férmulas matematicas: Vt (mL) = 6,2 x M*°*, donde M es la masa del animal en
Kg, y FR (min™Y) = 53,5 x M%%® (Tarnavski et al., 2004). Se determiné un PEEP
de entre 2 y 5 cm de H,O (2 cm de H,O en precirugia y apertura de térax, y 4-5
cm de H,O en cierre de torax y despertar) y un volumen de sigh (“suspiro”) de
0,3 mL programado cada 10 minutos durante el despertar. Con esto se
disminuyo la posibilidad de desarrollar un edema pulmonar severo debido al
colapso alveolar.

En el caso de que se produjera una extubacién endotraqueal durante la

cirugia, determinamos que la primera y mas importante intervencién para
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conseguir la supervivencia del animal seria cerrar el torax mediante sutura,
para seguidamente, intentar la intubacién. Volver a intubar al ratén con el térax
abierto, por lo general resulta en la pérdida del animal por parada

cardiorrespiratoria.

1.3. Procedimiento quirdrgico y oclusion transitoria de la
arteria coronaria descendente anterior (ADA)

El pequefio tamafio del miocardio de los ratones (por término medio 10
veces inferior al de la rata) hace que la obtencion de un modelo reproducible de
isquemia por oclusion transitoria de ADA necesite el desarrollo de una técnica
quirargica compleja y especifica que se adapte a nuestras condiciones. En las
primeras fases del desarrollo del protocolo, la oclusion se realizé mediante un
sistema de pesos colgantes utilizando un hilo de sutura 7-0 de polipropileno
(Eckle et al., 2006). Mediante este método se conseguia una oclusion de ADA
reversible, sin embargo, los pesos desplazaban el corazén y causaban dafio en
el tejido miocardico. Ademas, el uso de hilo de sutura de polipropileno
dificultaba la oclusion coronaria debido a la memoria que desarrolla este
material. Por este motivo se decidio realizar una oclusion transitoria de ADA
mediante un nudo doble, hilo de sutura 6-0 de seda y un tubo PE-50
interpuesto entre la coronaria y el hilo de sutura aumentando con ello la
supervivencia y mejorando notablemente la reperfusion.

La oclusion transitoria de ADA y la reperfusion se comprobaron de varias
formas (Michael et al., 1995). En primer lugar, visualmente, la region isquémica
durante la oclusién debe aparecer de color palido e hipocinética, ademas de
producirse una elevacion del segmento ST en el ECG (Figura 19, B); mientras
que en la reperfusion se observa el enrojecimiento del VI debido al
restablecimiento del flujo sanguineo y un descenso progresivo del segmento
ST (Figura 19, C). En segundo lugar, durante la oclusion el flujo sanguineo
disminuye de forma considerable y se ve reflejado en un descenso de la
presion arterial, restableciéndose los parametros normales en la reperfusion.
Ademas, durante el restablecimiento del flujo coronario se ha visto un descenso

significativo de la FC con respecto a la medida en el periodo basal (tabla 6).
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FIGURA 19. Cambios en el ECG dura nte el protocolo de IR en ratén . La flecha sefiala
el segmento ST antes de la isquemia (A), a los 10 minutos de isquemia (B) y a los 10
minutos de reperfusion (C). Durante la isquemia se observa claramente una elevacion del
segmento ST del ECG y durante la reperfusion puede producirse una inversiéon de la
onda T. D, muestra un episodio de bigeminismo durante la reperfusién. E, muestra una
extra sistole ventricular durante la reperfusion. F, muestra una taquicardia ventricular
durante la reperfusion.

Con el desarrollo del protocolo experimental casi terminado se produjo
un incremento en la aparicion de arritmias cardiacas (bigeminismo, taquicardias
ventriculares y extrasistoles que pudieron derivar en fibrilaciones auriculares),
pudiéndose producir tanto a los 10 minutos de dar comienzo la oclusion
coronaria, como a los 10 minutos de comenzar la reperfusion (Figura 19, D, E y
F). Esto se debio al perfeccionamiento en la localizacién de ADA y a una mayor
certeza en la colocacién del punto de oclusién, consiguiéndose en el 95% de

los casos una oclusion con elevacion del segmento ST reflejada en el ECG.

Durante las fases iniciales del desarrollo del protocolo quirargico, el 90%
de los ratones morian antes de alcanzar los 60 minutos de reperfusion y

después de la aparicion de respiraciones agonicas premorten (gasping) sin un
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motivo aparente. Se llevaron a cabo gasometrias arteriales durante la
reperfusion y tras someter al ratbn a 2 horas de VMC. Las gasometrias
mostraron una elevacion de los niveles plasmaticos de potasio (K') o
hipercalemia (7,845+0,58 mmol/L, siendo valores normales de K* plasmatico en
ratén adulto entre 3,5 y 5 mmol/L). Esto, junto con el excesivo calentamiento de
la manta eléctrica nos hizo concluir que la muerte de los animales podia
deberse a la deshidratacién y rabdomidlisis por sobrecalentamiento muscular.
Este problema se solucion6 cambiando la manta eléctrica por una lampara de
infrarrojos, aumentando la temperatura de la sala de cirugia y aplicando el

protocolo de hidratacion descrito con anterioridad en materiales y métodos.

TABLA 6. Temperatura rectal y frecuencia cardiaca en ratones C57BL/6NCrl y CD1 (ICR)

Basal Apertura Torax Isquemia Reperfusion

Temperatura (°C)

C57BL/6NCrl (n=10)  35,9+0,3 36,4+0,2 37+0,1 36,9+0,1

CD1 (ICR) (n=19) 36,1+0,1 36,3+0,1 36,3+0,1 36,1+0,1
FC (BPM)

C57BL/6NCrl (n=9) 363,8 10,2 381 +10,3 3859+21,0 329,1+17,6

CD1 (ICR) (n=16) 388,1+12,2 379,2 +9.4 378,3+14,1 341,1+136

Los datos corresponden a la mediatSEM. * p<0,05 respecto a Basal.

1.4. Complicaciones; edema pulmonar

La cuantificacion del edema pulmonar se ha llevado a cabo tanto en
ratones sham como en ratones sometidos a los protocolos de IR consistentes
en 45 min de isquemia seguidos de 24 horas de reperfusion (IR 24h, n=5) 6 7
dias de reperfusion (IR 7d, n=5) (Figura 20). Se ha podido observar un
aumento significativo del edema pulmonar en los ratones sometidos a una
oclusion transitoria seguida de reperfusion, siendo en mayor grado en los

animales sujetos a un periodo de IR 7d.
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FIGURA 20. Edema pulmonar en ratones control (Sham),
ratones sometidos a 45 min de isquemia seguidos de 24
horas de reperfusion (IR 24h) y ratones sometidos a 45
min de isquemia seguidos de 7 dias de reperfusion (IR
7d). *p<0,05 respecto a Sham. Los datos corresponden a
la mediatSEM, n=5 por grupo.

1.5. Estudio ecocardiografico

En este trabajo experimental se establecié un protocolo experimental
ecocardiografico para ratones en el que se obtuvieron datos reproducibles y
dentro del rango descrito previamente en la literatura. El estudio
ecocardiografico del VI se llevé a cabo en ratones Sham (n=5), ratones IR 24h
(n=5) y ratones IR 7d (n=5) (tabla 7). En los ratones sometidos a 45 minutos de
isquemia seguida de 2 horas de reperfusién (IR 2h) no se realizd el estudio
ecocardiografico puesto que la apertura de térax es muy reciente y la imagen
ecocardiografica aparece con grandes artefactos debido al hilo de sutura y la
inflamacion postoperatoria. Ademas, la presién que se ejerce sobre el térax y el
reanestesiado del animal de forma tan temprana aumentan considerablemente
la probabilidad de muerte.

En los resultados se observa de manera general un descenso
significativo de la FE y de la FA a las 24 horas de reperfusion, dato que se
corresponde con lo reportado en la bibliografia (Finsen et al., 2005; Elrod et al.,
2007; Thibault et al., 2007). Esta disminucién persiste en las medidas
ecocardiograficas realizadas a los 7 dias posteriores al IAM y refleja el éxito de

la oclusién de la arteria coronaria del ratén.
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TABLA 7. Datos ecocardiograficos

Sham IR 24h IR 7d

(n=5) (n=5) (n=5)
FC (BPM) 463,6 + 353 496 + 34,5 4145+335
svid (mm/g) 0,032 + 0,03 0,019+0,06 0,025+ 0,04
DVId (mm/g) 0,123+ 0,018 0,123+0,028 0,129 + 0,08
PPVId (mm/g) 0,025 + 0,03 0,023+0,06 0,020 + 0,012
DVIs (mm/g) 0,069 + 0,014 0,086 +0,021 0,089 + 0,016
FE (%) 68,5 +3,3 50,5+ 3,1 46,8+3,9
FA (%) 35,6 + 3,3 26,5+ 1,9* 21,4 +85*

Sham, ratones sin oclusion de ADA. IR 24h, ratones sometidos a 45 minutos
de isquemia seguida de 24 horas de reperfusién. IR 7d, ratones sometidos a
45 minutos de isquemia seguida de 7 dias de reperfusion. FC, frecuencia
cardiaca. SVId, diametro del septum intraventricular diastélico. DVId, diametro
telediastolico del ventriculo izquierdo. PPVId, diametro de la pared posterior
del ventriculo izquierdo en didstole. DVIs, diametro telesistélico del ventriculo
izquierdo. FE, fraccién de eyeccion. FA, fraccibn de acortamiento. Los datos
corresponden a la mediatSEM. *p < 0,05, diferencias respecto a Sham.

1.6. Procesado de los corazones

Durante la fase de procesado del corazén se probaron los colorantes y
sus concentraciones para la tincién del AR y de la zona isquémica o necrética
correspondiente al Al (Elrod et al., 2007; Bohl et al.,, 2009). También se
desarrollo6 el método de corte del corazén en lonchas para la posterior
cuantificacion del AR y del Al. Experimentos previos demostraron que el
enfriado o congelado del corazén como se describe en varios articulos puede
provocar la aparicion de zonas TTC negativas de forma que podria verse
alterada la cuantificacion del Al (Eckle et al., 2006; Bohl et al., 2009) (Figura 21,
A). También la inclusidon del corazon en gelatina o agarosa para mejorar el
corte de las lonchas puede desencadenar estas areas TTC negativas ademas
de alterar el tejido miocardico, ya que estas sustancias se afiaden al corazon
relativamente calientes. Por todo ello se optd por utilizar PBS frioy TTC a 37
°C como se explica en el apartado Materiales y Métodos. En la figura 21, B, se
pueden ver las lonchas procesadas de un corazén de ratén sometido a 45 min
de isquemia seguida de un periodo de 24 horas de reperfusion. El azul de
Evans diferencia de forma clara el miocardio que se encuentra dentro de la
zona en riesgo (no tefiida de color azul). Dentro del AR, el TTC marca el
miocardio viable de color rojo (positivo para TTC) mientras que el miocardio

necrotico aparece de color palido (negativo para TTC).
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1.7. Cuantificacion del area de infarto y del area en riesgo

Azul de Evans Azul de Evans + TTC

FIGURA 21. Lonchas de corazén procesadas. Todos los
corazones aqui reflejados han sido sometidos a 45 min de
isquemia seguidos de 24 horas de reperfusion. A, lonchas
blancas en su totalidad debido a la aparicion de zonas TTC
negativas (estrellas) por congelacién del tejido comparadas con
una loncha no afectada (flecha). B se corresponde con lonchas
sin congelar sometidas a la tincion con azul de Evans y TTC.
En la loncha tefiida con azul de Evans aparece en blanco el AR
y en azul el resto del tejido miocardico. En la loncha tefida con
azul de Evans + TTC aparece en blanco la zona necrotica, en
rojo el tejido salvado y en azul el resto del miocardio.

miocardicos y evolucién durante la reperfusion

En el desarrollo del modelo experimental de IR miocardica in vivo en
ratbn hemos obtenido los datos de cuantificacion del Al para cuatro tipos de
protocolos diferentes: 45 minutos de isquemia seguida de 2 horas (IR 2h, n=7),
24 horas (IR 24h; n=7), 7 dias (IR 7d, n=11) y 28 dias de reperfusion (IR 28d,
n=10) respectivamente. Se han obtenido unos valores de AR frente a VI
(AR/VI) similares en todos los protocolos de reperfusion (Figura 22, A). Los
valores del Al frente al AR (AI/AR) tampoco han mostrado diferencias entre los

distintos protocolos (Figura 22, B y C), a diferencia del edema cardiaco que ha
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sufrido un aumento significativo en los ratones sometidos a una oclusion
transitoria con respecto a los ratones sham, siendo en mayor grado en los
animales sujetos a un periodo de IR 7d (Figura 22, D). La ausencia de
diferencias significativas en el Al entre los cuatro grupos, demuestra que el
tamafo del infarto queda establecido durante las primeras horas de la

reperfusion.
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FIGURA 22. A, AR/VI (%) y B, AlI/AR (%) calculada mediante TTC en ratones
sometidos a 45 minutos de isquemia seguidos de 2 horas (IR 2h), 24 horas (IR 24h) o
7 dias de reperfusion (IR 7d). C, AI/AR (%) calculada mediante PSR en ratones
sometidos a 45 minutos de isquemia seguidos de 28 dias de reperfusion (IR 28d). D,
edema cardiaco en ratones control (Sham), ratones sometidos a IR 24h y ratones
sometidos a IR 7d. Los datos corresponden a la mediazSEM. IR 2h, n=7; IR 24h,
n=7; IR 7d, n=11; IR 28d, n=10.
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2. DETERMINACION DE LA CON:I'RIBUCION DE LA
MUERTE POR APOPTOSIS AL DANO POR ISQUEMIAY
REPERFUSION

2.1. Estudio de la mortalidad

Dieciocho animales (10 WT y 8 Casp3/7) fueron sometidos a 45 minutos
de isquemia seguidos de 24 horas de reperfusion (IR 24h), de los cuales, 14
animales sobrevivieron y fueron incluidos en el andlisis final. La mortalidad
(22%) se debio a fallo cardiaco durante las primeras horas de reperfusion como
consecuencia del IAM (n=2), intubacion incorrecta (n=1) y edema pulmonar
severo (n=1). No hubo diferencias en la mortalidad entre animales WT y
animales Casp3/7. Dos animales fueron excluidos de la cuantificacion del Al
debido a fallos en la oclusién y posible precondicionamiento isquémico por
liberacion del tubo oclusor.

Diecinueve ratones (9 WT y 10 Casp3/7) se sometieron a un protocolo
de 45 minutos de isquemia seguidos de 28 dias de reperfusion (IR 28d), de los
cuales, 14 animales sobrevivieron y fueron incluidos en el andlisis final. Las
causas de la mortalidad (26%) fueron mala intubacion (n=2), fallo cardiaco a
las pocas horas de reperfusion (n=2) y rotura ventricular tras 3 dias de
reperfusion (n=1). En este caso tampoco hubo diferencias significativas en la
mortalidad entre ambos grupos de animales. Tres animales fueron excluidos de

la cuantificacion del Al debido a problemas en la oclusion (n=3).

2.2. Peso corporal y peso del corazon

Para los ratones IR 24h el peso corporal fue similar entre ambos grupos
antes del proceso quirdrgico y tampoco aparecieron diferencias significativas
en el peso de los corazones tras el protocolo de IR.

En los ratones sometidos a IR 28d el peso corporal fue similar en ambos
grupos tanto a nivel basal, como tras 28 dias de reperfusion y tampoco hubo
diferencias significativas con respecto al tiempo (Tabla 9). El peso de los
corazones tampoco mostré diferencias significativas entre ambos grupos
experimentales (WT, 0,218 + 0,021 g, frente a Casp 3/7, 0,248 = 0,044 g).
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2.3. Andlisis ecocardiografico

El estudio ecocardiografico basal, antes de someter a los animales al
proceso de isquemia, no mostré diferencias significativas entre los ratones WT
y los ratones Casp3/7 en ninguno de los parametros ecocardiograficos medidos
(Tabla 8).

TABLA 8. Parametros ecocardiograficos en ratones WT y Casp3/7. Medidas
basales (antes de cirugia)

WT (n=9) Casp3/7 (n=10) p
PESO (9) 30,0 + 1,610 31,7 + 3,170 0,928
Svid o 0,9 =+ 0,029 0,9 + 0,037 0,796
PPVId 0,8 + 0,021 0,7 = 0,022 0,052
Dvid 4,0 + 0,069 4,2 + 0,101 0,126
DVis 2,8 + 0,066 3,0 + 0,078 0,264
FE (%) 63,7 =+ 3,202 62,8 + 3,701 0,847
FA (%) 29,9 + 2,541 29,5 + 2,216 0,898
FC (bpm) 434,0 + 22,000 427,0 = 13,000 0,796

Svid, PPVId, DVId y DVIs en mm. SVId, grosor del septum intraventricular en
sistole; PPVId, Grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo en diastole;
DVId, diametro telediastolico del ventriculo izquierdo; DVIs; didmetro telesistélico
del ventriculo izquierdo; FE, fraccién de eyeccion; FA, fraccion de acortamiento;
FC, frecuencia cardiaca. Los datos corresponden a la mediatSEM.

El andlisis ecocardiografico realizado tras 28 dias de reperfusion (IR
28d) mostré un aumento significativo en DVIs, y una disminucion de la FE y la
FA respecto a los valores basales tanto en los animales WT como en los
animales Casp3/7 (Tabla 9 y Tabla 10). Estos datos confirman el proceso de
RVA del VI tras un IAM.

TABLA 9. Parametros ecocardiograficos en ratones WT. Medidas basales
(antes de cirugia) y tras IR 28d

Basal (n=9) IR 28d (n=7) p
PESO (9) 30,0 £ 1,610 29,7 £+ 1,650 0,894
Svid 0,8 £+ 0,050 0,9 £+ 0,070 0,122
PPVId 0,8 £+ 0,052 0,8 £+ 0,056 0,908
Dvid 41 + 0,187 46 + 0,185 0,069
DVis 28 £+ 0,172 37+ 0,211 0,013 *
FE (%) 63,7 £ 3,202 47,8 + 3,448 0,007 *
FA (%) 299 + 2,541 205 + 1,886 0,014 *
FC (bpm) 434,0 + 22,000 448,0 + 16,000 0,611

Svid, PPVId, DVId y DVIs en mm. SVId, grosor del septum intraventricular en
sistole; PPVId, Grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo en diastole;
DVId, diametro telediastolico del ventriculo izquierdo; DVIs; diametro telesistélico
del ventriculo izquierdo; FE, fraccién de eyeccion; FA, fraccion de acortamiento;
FC, frecuencia cardiaca. Los datos corresponden a la mediatSEM. *p<0,05

respecto a Basal.

116



Resultados

TABLA 10. ParAmetros ecocardiogréaficos en ratones Casp3/7. Medidas
basales (antes de cirugia) y tras IR 28d

Basal (n=10) IR 28d (n=7) p
PESO (g) 32,7 £+ 3,170 30,4 + 3,3300 0,635
svid 0,8 + 0,042 0,9 + 0,0340 0,522
PPVId 0,9 + 0,067 1,0 + 0,0728 0,342
DVId 42 + 0,241 46 * 0,2340 0,244
DVis 2,9 £+ 0,216 3,7 £+ 0,2070 0,026 *
FE (%) 62,8 + 3,701 46,7 + 2,4620 0,005 "
FA (%) 29,5 + 2,216 19,9 + 1,2590 0,004 *
FC (bpm) 427,0 £+ 13,000 456,0 + 14,0000 0,161

Svid, PPVId, DVId y DVIs en mm. SVId, grosor del septum intraventricular en
sistole; PPVId, Grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo en diastole;
DVId, diametro telediastélico del ventriculo izquierdo; DVIs; diametro telesistélico
del ventriculo izquierdo; FE, fraccién de eyeccion; FA, fraccion de acortamiento;
FC, frecuencia cardiaca. Los datos corresponden a la mediatSEM. *p<0,05

respecto a basal.

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la funcion

ventricular entre ambos grupos de ratones tras el periodo de IR (Tabla 11).

TABLA 11. Parametros ecocardiograficos en ratones WT y Casp3/7 tras

IR 28d
WT (n=7) Casp3/7 (n=7) p
PESO (g) 29,7 £+ 1,649 30,4 + 3,3271 0,847
svid 0,9 + 0,069 0,9 = 0,0350 0,547
PPVId 0,8 + 0,056 0,9 = 0,0700 0,139
Dvid 46 + 0,184 46 = 0,2350 0,906
DVis 3,7+ 0,211 3,7 =+ 0,2080 0,855
FE (%) 47,8 + 3,448 46,7 + 2,4631 0,800
FA (%) 20,5 + 1,887 19,9 =+ 1,2597 0,780
FC (bpm) 448,3 + 16,472 455,8 += 13,9006 0,730

Svid, PPVId, DVId y DVIs en

mm. SVId, grosor del septum intraventricular en

sistole; PPVId, Grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo en diastole;
DVId, diametro telediastélico del ventriculo izquierdo; DVIs; diametro telesistélico
del ventriculo izquierdo; FE, fraccién de eyeccion; FA, fraccion de acortamiento;
FC, frecuencia cardiaca. Los datos corresponden a la mediatSEM.

2.4. Tamano del infarto en ratones Casp3/7

En el estudio del Al tras someter a los ratones a un periodo de 45

minutos de isquemia seguidos de 24 horas de reperfusion se obtuvo un AR

similar en ambos grupos experimentales, lo que corrobora la reproducibilidad

del método de oclusion miocardico (Figura 23). No se observaron diferencias

significativas en el Al frente al AR (Al/AR) entre los dos grupos experimentales
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(40,01+5,12% en ratones WT, frente a 36,17+3,6% en ratones Casp3/7) (Figura
23,ByC).

Los ratones sometidos a 45 minutos de isquemia seguidos de 28 dias de
reperfusion mostraron patrones de acumulacion de fibras de colageno
(formacion de cicatriz tras el IAM) similares tanto en ratones WT como en
ratones Casp3/7 (Figura 24, Ay B). Ademas, en los cortes histoldgicos tefiidos
con PSR se observo una zona clara de estrechamiento de la pared del VI y una
dilatacion ventricular que se corresponde con el proceso de RVA. Entre ambos
grupos no aparecieron diferencias significativas en el tamafo del infarto frente
al AR (41,13+10,85% en ratones WT, frente a 44,69+8,75% en ratones
Casp3/7) (Figura 24, C).
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FIGURA 23. Planimetria del tamafio de infarto miocardico en ratones WT y
ratones Casp3/7 tras 24h de reperfusion (IR 24h). A, esquema de la planimetria
de una loncha medial del corazén de un raton Casp3/7 tras el IAM. Area en riesgo
(AR=é&rea no azul, 69,23% del total de &rea de la loncha) y area de necrosis o
infarto (Al=area pdlida, 41,53% del area en riesgo) fueron delimitadas de forma
manual. Las zonas de miocardio sin riesgo aparecen representadas de color azul.
Se debe tener en cuenta que el ventriculo derecho no se ha eliminado. B,
microfotografias a nivel medio del VI que representan corazones de ratones WT y
Casp3/7. C, graficas que muestran el AR como porcentaje del VI (AR/VI) y Al como
porcentaje del AR (Al/AR) tras 24 horas de reperfusion. Los datos corresponden a
la mediatSEM. n=6 por grupo.
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FIGURA 24. Planimetria del tamafio de infarto miocardico en ratones WT y
ratones Casp3/7 tras 28 dias de reperfusion (IR 28d). A, esquema de la
planimetria de una loncha medial del corazén de un ratén Casp3/7. El area en
riesgo (AR= linea de puntos) y el area de necrosis o infarto (Al= zona roja,
41,51% del area en riesgo) fueron delimitadas de forma manual. Se debe tener
en cuenta que el ventriculo derecho no se ha eliminado. B, microfotografias de
secciones histolégicas a nivel medio del VI que representan corazones de
ratones WT y Casp3/7 tras 28 dias de reperfusién. En amarillo aparece el tejido
miocérdico no afectado por la isquemia. En rojo se observan las fibras de
colageno de la cicatriz miocardica. C, graficas que muestran el Al como
porcentaje del AR (AI/AR) tras 28 dias de reperfusion. Los datos corresponden a
la mediatSEM. WT, n=4; Casp3/7, n=6.
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3. EFECTO DE LA OBESIDAD SOBRE EL DAN,O
MIOCARDICO POR ISQUEMIA'YY REPERFUSION

3.1. Estudio de la mortalidad

De los 54 ratones alimentados con dieta HFD o con dieta control y
sometidos a 45 minutos de isquemia seguidos de 28 dias de reperfusion, 50
ratones sobrevivieron y fueron incluidos en el protocolo experimental. La
mortalidad (7,40%) se debi6 a edema pulmonar grave tras 20-60 min de
reperfusion (n=2), fallo en la intubacién (n=1) y causas desconocidas (n=1). No
hubo diferencias significativas en la mortalidad postisquemia entre todos los
grupos experimentales (Figura 25). Para la cuantificacion del Al se utilizaron 34
animales. De los animales restantes (n=20), 10 se preservaron en nitrdgeno
liquido para futuras determinaciones bioquimicas y/o histolégicas, y el resto se
descarto por diferentes causas: fallo en la oclusion y ausencia de Al (n=4),
precondicionamiento isquémico por liberacion del tubo oclusor (n=2), fallo en
los cortes histolégicos (n=1), o pérdida del corazén por mala reperfusién en el
sistema Langendorff (n=3).

Curvas de Kaplan-Meier
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FIGURA 25. Supervivencia entre los cuatro  grupos de raténes . Las
curvas de Kaplan-Meier no mostraron diferencias significativas en la
supervivencia entre grupos. Los datos corresponden a la mediazSEM.
Control Sham, n=12; Control IR, n=14; HFD Sham, n=14; HFD IR, n=14.
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3.2. Efectos de la dieta alta en grasas en ratones BDF1

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en los
pesos corporales iniciales entre los grupos control y HFD (Tabla 12). Durante
los seis meses de alimentacion con dieta HFD los ratones BDF1 desarrollaron
una obesidad severa comparada con los ratones con dieta control (Figura 26).
La autopsia a los seis meses de alimentacion con dieta HFD mostré una mayor
cantidad de grasa visceral y abdominal en los ratones BDF1 con dieta HFD con
respecto a los ratones control. EI CHOy en plasma aumentd a las 16
semanas de alimentacion con dieta HFD con respecto a los controles, mientras
gue los TAG en plasma disminuyeron sus niveles de forma significativa (Tabla
12).

TABLA 12. Peso corporal y parametros metabdlicos de los ratones BDF1 antes y después de ser
alimentados durante 24 semanas con una dieta control o una dieta HFD

Dieta CONTROL Dieta HFD
0 semanas 16 semanas 24 semanas 0 semanas 16 semanas 24 semanas
Peso (g) 22,140,7 34,7£1,5 37,8+1,7 21,940,5 43,8+1,2 * 48310,1*
G (mg/dL) 149,4+41  140,5+4 136,36,4 154,0£3,4 223,5+£7,3 *  153,3+9,9 **
Insulina (pg/mL) 167516745 ND 8935,1+1574,6 1285,8+328,7 ND 27408,8+5136,8***
CHOtotal (mg/dL) 128,5+84  140+10,6 ND 122,449,7 203+7,3 : ND
TGA (mg/dL) 217,4+21,3 216,1+33,3 ND 204+18,6 170+22,9 ND

G, glucemia plasmatica; CHOtotal, colesterol total en plasma; TGA, triacilgliceroles en plasma. ND indica no determinado. Los
datos corresponden a la mediatSEM. *p<0,05 respecto a dieta CONTROL y tiempo basal (0 semanas). *p<0,05 respecto a 16
semanas. ***p<0,05 respecto a dieta CONTROL y 24 semanas. Dieta CONTROL, n=26; Dieta HFD, n=28.

55

—e— CONTROL %
50 | —e— HFD *

45

35

Peso (g)

30

25

20

15 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (meses)

FIGURA 26. Obesidad inducida por dieta en  ratones
BDF1. Cambios en el peso corporal en ratones control y
ratones HFD. Los datos corresponden a la mediatSEM.
*p<0,05. CONTROL, n=26. HFD, n=28
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Los niveles de insulina en los ratones con dieta HFD fueron
significativamente mas altos a los seis meses que en los ratones con dieta
control (Tabla 12).

Los niveles de glucosa plasmatica se mantuvieron estables en los
animales control, mientras que los ratones con dieta HFD a las 16 semanas de
alimentacion mostraron un aumento significativo de la glicemia con respecto a
los controles (Figura 27, A). Sin embargo, a partir del quinto mes de
alimentacion con dieta HFD, los niveles de glucosa plasmatica disminuyeron y
se mantuvieron sin diferencias con respecto al grupo control en el momento de
realizar el protocolo de IR (Figura 27, B).

Los valores del indice HOMA fueron significativamente mayores en los
animales con dieta HFD con respecto a los animales con dieta control

indicando una clara resistencia a la insulina (Figura 27, C).
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FIGURA 27. Niveles plasmaticos de glucosa e indice HOMA en ratones alimentados con
dieta HFD frente a ratones alimentados con dieta control. A, glucosa plasmatica en
ratones BDF1 alimentados con dieta control o dieta HFD. B, glucosa plasmatica en ratones
BDF1 alimentados con dieta control o dieta HFD tras el proceso de isquemia miocardica. C,
valores para el indice HOMA tras 6 meses de alimentacién con dieta HFD. Los datos
corresponden a la mediatSEM mediante ANOVA. *p<0,05 respecto a dieta control. Dieta
CONTROL, n=26; Dieta HFD, n=28.
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3.3. Presion arterial en ratones obesos

Los ratones con obesidad inducida por dieta HFD mostraron parametros
de presion arterial normales y no aparecieron diferencias estadisticamente

significativas en ninguno de los tiempos en los que se ha estudiado (Figura 28).
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FIGURA 28. Parametros de presion sanguinea en ratones normales (CONTROL) y obesos

(HFD). La presion arterial sistélica (A, PAS) y la presion arterial media (B, MAP) se
determinaron mediante esfigmomandmetro (determinacién no invasiva) con periodicidad
mensual durante 6 meses. Los datos corresponden a la mediatSEM. CONTROL, n=26. HFD,

n=28.

3.4. Alteraciones en la vasoconstriccion aodrtica en ratones
obesos

Al sexto mes de alimentacion con dieta HFD, no se detectaron
diferencias significativas en la reactividad vascular para ninguno de los grupos
experimentales (Figura 29). Los valores ECsg para la Ach (CONTROL Sham, -
6,67+0,23; CONTROL IR, -6,37£0,09; HFD Sham, -6,41+0,11; y HFD IR, -
6,32+0,08) y para el NaNP (CONTROL Sham, -8,05+0,21; CONTROL IR, -
8,13+0,12; HFD Sham, -8,09+0,11; y HFD IR, -7,92+0,08) no presentaron

diferencias significativas.
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FIGURA 29. Reactividad vascular en ratones normalesy  ratones obesos. Los anillos aorticos
de ratones con dieta normal y ratones con obesidad inducida por dieta HFD fueron expuestos
frente a diferentes agentes vasoactivos a los 6 meses de alimentacién. A, vasodilatacion con

nitroprusiato sodico (NaNP). B, vasodilatacidn con acetilcolina (Ach). Los datos corresponden a la
media+SEM. ANOVA.

3.5. Estudio ecocardiografico en ratones obesos

El andlisis ecocardiografico realizado durante los seis meses previos al
protocolo de IR mostré tanto en los animales control como en los animales
alimentados con dieta HFD un aumento a lo largo del tiempo en los diametros
ventriculares (diastolico, DVId, y sistdlico, DVIs con p<0,001), en el grosor de la
pared intraventricular (SVId con p<0,001) y en el grosor de la pared posterior
del ventriculo izquierdo en didstole (PPVId con p<0,001). Sin embargo, ninguna
de estas variaciones se asoci6 con el tipo de dieta en ninguno de los
parametros analizados (Figura 30).
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FIGURA 30. Analisis ecocardiografico mensual durante seis meses de alimentacion

con dieta HFD. DVId, didmetro telediastélico del ventriculo izquierdo; DVIs, didmetro
telesistélico del ventriculo izquierdo; PPVId, diAmetro de la pared posterior del ventriculo
izquierdo en diastole; SVId, grosor del septum intraventricular en sistole; FE, fraccién de
eyeccion; FA, fraccidn de acortamiento. Los datos corresponden a la mediatSEM. *p<0,05
respecto a tiempo 0. CONTROL, n=26. HFD, n=28.

Una vez sometidos los animales al proceso quirdrgico y transcurridos 7
dias de reperfusion (IR 7d), las imagenes ecocardiograficas mostraron un
aumento en la cavidad del VI tanto en los animales con dieta control como en

los animales con dieta HFD con respecto a los controles Sham (Figura 31).
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CONTROL HFD
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FIGURA 31. Imagenes ecocardiograficas en modo M mostrando las paredes del VI en
animales obesos (HFD) transcurridos 7 dias de reperfusion (IR 7d).

El analisis de estas imagenes confirmé una dilatacion en el VI del
corazon infartado tanto en animales control como en animales con dieta HFD,
como demuestra el aumento de DVId y DVIs después de 7 dias de reperfusion
en comparacion con los valores basales. Esta dilatacion del VI fue mayor tras
28 dias de reperfusion (IR 28d) reflejando la progresion del proceso de RVA
(Figura 32).

El remodelado de los corazones infartados se asocié con un descenso
significativo de la FE y la FA tras 7 dias de reperfusién tanto para el grupo
control como para el grupo con dieta HFD, siendo este descenso aun mayor
tras 28 dias de reperfusion.

Si comparamos los resultados con respecto a la dieta, se observd una
mayor dilatacion ventricular en ausencia de diferencias significativas en el
grosor ventricular, y un descenso significativo de la FE y la FA (p=0,003) en los
animales con dieta control, indicando una mayor disfuncién sistdlica con
respecto a los animales con obesidad inducida por dieta HFD (Figura 32 y
Figura 33).
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FIGURA 32. Andlisis ecocardiogréfico tras 7 (IR 7d) y 28 dias de reperfusion (IR 28d).

DVId, diametro telediastdlico del ventriculo izquierdo; DVIs, diametro telesistélico del
ventriculo izquierdo; PPVId, diametro de la pared posterior del ventriculo izquierdo en
diastole; SVId, grosor del septum del ventriculo izquierdo en diastole; FE, fracciébn de
eyeccion; FA, fraccion de acortamiento. Los datos corresponden a la mediatSEM. *p<0,05
respecto a CONTROL. CONTROL, n=10; HFD, n=12
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FIGURA 33. Andlisis ecocardiogréafico tras 28 dias de reperfusion (IR 28d). DVid,

diametro telediastolico del ventriculo izquierdo; DVIs, didmetro telesistolico del ventriculo
izquierdo; PPVId, diametro de la pared posterior del ventriculo izquierdo en diastole; SVId,
grosor del septum del ventriculo izquierdo en diastole; FE, fracciéon de eyeccion; FA, fraccion
de acortamiento. Los datos corresponden a la mediatSEM. *p<0,05 respecto a Sham. Control
Sham, n=7; Control IR, n=14; HFD Sham, n=12; HFD IR, n=12.
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3.6. Determinacion del area de infarto en ratones obesos

Tras 28 dias de reperfusion, la cicatriz miocardica madura quedo
definida mediante una delgada franja de matriz extracelular de colageno
flanqueada por el tejido miocardico no infartado. Las muestras de corazon
tefidas con PSR mostraron un estrechamiento de la pared ventricular con
dilatacion del VI, tanto en ratones con dieta control como en ratones con dieta
HFD, lo que se corresponderia con un proceso agudo de RVA (Figura 34, A).
La HE reflej6 las zonas de acumulacién de miofibroblastos formando una
estructura fibrilar ausente en el miocardio no afectado por el IAM (Figura 34, B).

A
CONTROL IR HFDIR
B
FIGURA 34. Formacion de la cicatriz y acumulacion de fibras de colageno. Las secciones

de corazén fueron obtenidas de animales con dieta HFD (HFD IR) y animales con dieta control
(CONTROL IR) después de 28 dias de reperfusion. A, secciones tefiidas con picrosirius red
(PSR). B, secciones tefiidas con hematoxilina-eosina (HE).
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La valoracion del Al a partir de los cortes histologicos marcados con
PSR mostré una disminucion significativa en el tamafio del infarto en los
ratones con dieta HFD con respecto a los ratones con dieta control (Control,
34,05+9,35%; HFD, 15,57+4,63%; p= 0,021) (Figura 35).
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FIGURA 35. Tamafio de infarto miocardico en ratones
alimentados con dieta control o dieta HFD tras 28 dias de
reperfusion. La grafica muestra el Al como porcentaje del AR
(AI/AR) tras 28 dias de reperfusion. Los datos corresponden a la
mediatSEM. CONTROL, n=17; HFD, n=17.

3.7. Determinacién de los niveles de citoquinas, adipoquinas e
insulina en ratones obesos

En los ratones BDF1 con dieta control y con dieta HFD, los niveles
basales de citoquinas, adipoquinas e insulina fueron similares (Figura 36). La
alimentacion con dieta HFD durante 6 meses produjo un aumento en los
niveles plasmaticos de insulina, leptina, resistina, TNF-a e IL-6 para ambos
grupos experimentales, y al sexto mes estos niveles fueron significativamente
mayores en ratones HFD comparados con los ratones con dieta control, con
excepcion para la IL-6 (p=0,092). Estas diferencias se mantuvieron durante
todo el periodo de reperfusion (Figura 36). Por el contrario, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de MCP-1 y adiponectina (Figura 36,
Figura 37).
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FIGURA 36. Efecto de la alimentacion con dieta HFD durante 6 meses en
citoquinas (TNF- a, IL-6 y MCP-1), leptina, resistina e insulina. Todos los
compuestos fueron determinados en animales con dieta normal (CONTROL) vy
animales con dieta alta en grasas (HFD), todos ellos sometidos a un protocolo de 45
min de isquemia seguida de 28 dias de reperfusion (IR) o bien a un protocolo Sham. Se
utilizé un kit enzimatico con anticuerpos especificos expresando los datos como pg de
compuesto por mL de suero. IL-6, interleucina 6. TNF-a, factor de necrosis tumoral a.
MCP-1, proteina quimioatrayente de monocitos 1. Los datos corresponden a la
mediatSEM mediante ANOVA. *p<0,05 respecto a CONTROL. n=10 por grupo.
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FIGURA 37. Efecto de la alimentacion con
dieta HFD durante 6 meses sobre Ila
adiponectina  en ratones  BDF1. La
adiponectina fue determinada en animales con
dieta normal (CONTROL) y animales con dieta
alta en grasas (HFD), todos ellos sometidos a un
protocolo de 45 min de isquemia seguida de 28
dias reperfusion (IR). Los datos corresponden a
la mediatSEM. n=10 por grupo.
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1. DESARROLLO DE UN MODELO MURINO IN VIVO DE
ISQUEMIAY REPERFUSION MIOCARDICA

En la primera parte de esta tesis, se ha desarrollado un modelo de IR
miocardica in vivo en ratobn mediante la ligadura transitoria de la arteria
coronaria descendente anterior (ADA). Se ha conseguido una alta
reproducibilidad y una mortalidad por debajo de la observada en la literatura
(menor del 15%) (Michael et al., 1995).

Este procedimiento puede realizarse en un tiempo significativamente
menor que otros procedimientos quirdrgicos de IAM gracias a la utilizacién del
isofluorano como anestésico de induccién y mantenimiento (Michael et al.,
1995). Como ejemplo, la oclusion transitoria de ADA se realiza en un tiempo
inferior a 15 minutos una vez que el animal se encuentra anestesiado y con
VMC. Cabe destacar que gracias a la rapidez del procedimiento, se produce un
menor dafio tisular, se reduce la inflamacion y la aparicion de arritmias
cardiacas, y se obtiene una recuperacion postcirugia mucho mas rapida.

Son varias las ventajas que nos proporciona el modelo de IR in vivo
murino con respecto a otros modelos experimentales. A diferencia de otros
modelos menos fisioldgicos, como por ejemplo, corazones aislados perfundidos
en un sistema Langendorff o cultivos celulares, el modelo in vivo de IR
miocardica reproduce a nivel experimental de una manera mas exacta la
patologia del IAM que se produce en pacientes. Otra de las ventajas a tener en
cuenta del modelo es que posibilita la inducciéon de un IAM en grado variable
dependiendo del criterio del investigador o de la naturaleza de cada protocolo
experimental, y ademas, permite la administracion aguda o cronica de drogas,
farmacos u otras sustancias via intraperitoneal (IP), intravenosa (IV) o
subcutanea (SC) reduciendo la cantidad de droga necesaria con relacion a
otras especies de mayor tamafio usadas en protocolos in vivo. En nuestro
laboratorio se lleva a cabo un protocolo de IR miocardica in vivo porcino en el
gue se somete al animal a un periodo de reperfusion de 28 dias. Sin embargo,
llevar a cabo periodos prolongados de reperfusion en cerdos supone un
elevado coste economico derivado de los complejos cuidados postoperatorios a
los que es necesario someter al animal. En este trabajo se han realizado

protocolos de IR en ratdn con tiempos de reperfusion de hasta 28 dias. Estos
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tiempos prolongados de reperfusion permiten llevar a cabo estudios cronicos y
analizar los mecanismos implicados en el remodelado ventricular tras el 1AM,
tal y como se ha realizado en este trabajo experimental. Por altimo, la principal
ventaja del uso de ratones frente a otros animales de experimentacion es la
posibilidad de utilizar ratones transgénicos con el objetivo de examinar el
impacto de la ausencia o la sobreexpresion del producto de un gen en la
progresion del dafio y la inflamacién posteriores a la IR miocardica (Chu et al.,
2002). La disponibilidad de ratones modificados genéticamente otorga un gran
potencial a este modelo experimental y abre un gran abanico de posibilidades a

la experimentacion en cardiologia.

1.1. Isofluorano como anestésico de eleccion

La cirugia de IR miocardica in vivo en raton requiere un tipo de anestesia
especifico que no interfiera de forma significativa con los parametros cardiacos
(FC y MAP). Basandonos en diversos estudios, hemos escogido el isofluorano
como el anestésico inhalatorio en nuestro procedimiento experimental (Dardai
and Heavner, 1989; Szczesny et al., 2004)

La anestesia inhalatoria usando isofluorano tiene una serie de ventajas
que la hacen atractiva para la induccion y mantenimiento del plano anestésico
en raton: 1) facil administracion; 2) rapida induccion y reversion de la anestesia;
3) facil control de la profundidad de la anestesia; y 4) mantenimiento de la MAP
y la FC estables durante largos periodos de tiempo (Szczesny et al., 2004).
Ademas, el isofluorano permite eliminar algunos problemas asociados con los
anestésicos inyectables, como por ejemplo su larga vida media, la falta de
agentes que reviertan el efecto anestésico en caso de sobredosis, o0 bien la
relativa pequefa diferencia que existe para algunos de ellos entre la dosis letal
y la dosis terapéutica.

A pesar de estas ventajas, los anestésicos halogenados como el
isofluorano pueden alterar parametros cardiovasculares provocando una
hipercapnia, una acidosis moderada, una ligera depresion del gasto cardiaco y
una disminucion de la MAP por su accion directa sobre el musculo del corazon
(Becker et al., 1984; Flecknell et al., 1999). En nuestro caso, las gasometrias
arteriales tras 3 horas de anestesia descartaron la acidosis y la hipercadmia
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(pH=7,36%0,03), y la monitorizacion del animal durante la cirugia mostro

valores de FC dentro de la normalidad (545,72+4,83 BPM).

1.2. Funcion ventricular en ratones tras un infarto agudo de
miocardio

Se han estudiado los cambios dinamicos en la funcion del VI y en las
dimensiones de la camara ventricular después de un IAM usando la
ecocardiografia. A diferencia de otras técnicas terminales en las que se obtiene
informacion en un Unico punto concreto del protocolo experimental, el estudio
de la funcion ventricular mediante técnicas ecocardiograficas permite llevar a
cabo estudios de forma seriada, no invasivos y no terminales (Gao et al., 2000).
Ademas, los equipos ecocardiogréaficos actuales como el utilizado en nuestros
estudios, son lo suficientemente sensibles como para ser Gtiles en el modelo de
IR miocardica en raton (Yang et al., 1999).

El remodelado ventricular post IAM es un proceso progresivo que
involucra la dilatacién ventricular, el estrechamiento de la pared ventricular
afectada por el infarto, y un estrechamiento compensatorio de la region no
infartada (Sutton and Sharpe, 2000). Estos cambios pueden reflejarse en las
alteraciones sufridas tras el IAM en los parametros ecocardiograficos (Yang et
al., 2002). Del mismo modo que se ha visto en la literatura, en nuestro modelo
se produce un aumento en el volumen ventricular sistolico acompafiado de una
disminucién de la FE tras 24 horas de reperfusion, datos que confirman el éxito
de la oclusion coronaria (Finsen et al., 2005; Elrod et al., 2007; Thibault et al.,
2007). Los cambios observados en los parametros ecocardiograficos continlian
en las medidas ecocardiogréaficas realizadas a los 7 y 28 dias posteriores al
IAM. Estos datos apoyan el proceso de RVA en nuestro modelo in vivo de IR

miocardica en raton.

1.3. El area de infarto en el modelo de isquemia y reperfusion
miocardica en raton

El modelo de IR miocardica in vivo murino fue descrito por primera vez
por Michael et al., en 1995 (Michael et al., 1995). A pesar del gran interés que

genera este modelo por la cada vez mayor disponibilidad de ratones
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modificados genéticamente, su uso no estd muy extendido debido a su
dificultad técnica.

El area de infarto (Al) es la variable principal en este modelo
experimental y es por ello que se hace imprescindible establecer un método de
cuantificacion reproducible. En nuestro método de procesado para la
cuantificacion del Al hemos optimizado las concentraciones de colorante y los
tiempos de tincion, y hemos fijjado una serie de criterios de tratamiento del
tejido con el fin de evitar errores en la medicion. En la puesta a punto del
modelo, se demuestra que pequefias variaciones en el método de procesado
de las lonchas de coraz6n, como pueden ser un excesivo calentamiento de la
solucion de tincidn, o un excesivo enfriamiento del tejido cardiaco, pueden
alterar de manera significativa los valores finales del Al.

Debido al gran niamero de variables dentro del protocolo experimental,
los datos de Al entre diferentes laboratorios no se pueden comparar
directamente. El tamafio del infarto depende de la duracién del periodo
isquémico siguiendo una relacion de tipo sigmoideo. Los estudios realizados
por el grupo de Michael et al., demuestran que en ratones sometidos a un
tiempo de oclusion coronaria de entre 30 y 60 minutos se produce un aumento
lineal del tamafio del infarto en funcion del tiempo de isquemia (Michael et al.,
1995; Michael et al., 1999). Sin embargo, cuando el tiempo de oclusion es
superior a los 60 minutos se pierde esta relacién y se alcanzan valores de mas
del 60% del AI/AR que provocan una mortalidad muy elevada (mas del 50%)
(Xu et al., 2006). Por el contrario, si la oclusiéon es inferior a los 30 minutos, los
valores de Al/AR son pequefios. En nuestro modelo de IR miocérdica in vivo en
ratbn hemos utilizado un tiempo de isquemia de 45 minutos que nos ha
permitido obtener valores de AI/AR en torno al 30-40%, siendo similares a los
obtenidos en la literatura y compatibles con una baja mortalidad durante la fase
aguda de la reperfusion (Redel et al., 2008).

El tiempo de reperfusion minimo establecido en los modelos in vivo para
poder determinar el tamafio del infarto mediante técnicas como el TTC es de 2
horas, si bien se ha propuesto que el Al puede variar de manera mas tardia
como consecuencia de los procesos de inflamacion y remodelado (Mezzaroma
et al., 2011; Luther et al., 2013). Nuestro estudio pone a prueba la hipotesis de

gue la mayor parte de la muerte de los cardiomiocitos se produce durante las
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primeras horas de reperfusion y para ello se ha analizado la evolucion del
tamafio del infarto en funcion del tiempo de reperfusion (Garcia-Dorado et al.,
1987; Garcia-Dorado et al., 2004; Garcia-Dorado et al., 2009). Los resultados
obtenidos en nuestro modelo de IR miocardica in vivo en raton, demuestran
que la extensién del tamafio del infarto obtenido tras 45 minutos de isquemia
no varia de manera significativa con el tiempo de reperfusion (IR 2h:
32,74+2,34%; IR 24h: 33,84%+3,26%; IR 7d: 29,484+2,68%; IR 28d:
30,52+4,13%). Estos valores han sido similares a los obtenidos por otros
grupos y confirman que la muerte celular tras una oclusion transitoria tiene
lugar durante las primeras horas de reperfusion (Jones et al., 1999; Michael et
al., 1999; Mayr et al., 2004; Redel et al., 2008).
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2. DETERMINACION DE LA CON:I'RIBUCION DE LA
MUERTE POR APOPTOSIS AL DANO POR ISQUEMIAY
REPERFUSION

2.1. La via de activacion clasica de la apoptosis no interviene
de forma significativa en la muerte celular tras un episodio de
isquemia y reperfusiéon miocardica

Si bien en un primer momento se consider6 que la muerte de los
cardiomiocitos que tiene lugar durante un periodo de IR ocurria exclusivamente
en forma de necrosis, a partir del trabajo de Gottlieb et al., se propuso que la
apoptosis también participa en la muerte de los cardiomiocitos que tiene lugar
durante la reperfusiéon miocardica (Gottlieb et al., 1994). Algunos grupos de
investigacion incluso han mantenido que la apoptosis es la principal causa de
muerte celular tanto en animales experimentales como en patologias crénicas
del coraz6n humano (Anversa and Kajstura, 1998).

Existen estudios que proponen que la duraciéon de la isquemia
miocardica se relaciona con la tasa de necrosis y que la duracién de la
reperfusion lo hace con la tasa de apoptosis (Gottlieb et al., 1994; Anversa et
al.,, 1998; Dumont et al., 2000; Hofstra et al., 2000). Sin embargo, la
contribucion relativa de la apoptosis al dafio por IR, asi como el momento de su
activacion continian siendo debatidos. Se ha sugerido que la apoptosis
comienza durante el periodo de isquemia y se completa en la reperfusion
(Freude et al., 2000; Rodriguez et al., 2002). Por el contrario, los estudios de
Gottlieb et al., realizados en modelos de isquemia regional en conejo, han
propuesto que la apoptosis forma parte del dafio por reperfusion y no se inicia
en el periodo de isquemia debido a que es un proceso dependiente de ATP
(Gottlieb et al., 1994). También se ha sugerido que el Al aumenta con el tiempo
de reperfusion, debido, al menos en parte, a la muerte celular por apoptosis, y
gue ademas, este proceso apoptético puede intervenir en los mecanismos de
RVA mediante su contribucion a la expansion del infarto (Narula et al., 1996;
Redel et al., 2008).

Por otra parte, otros estudios han defendido que la apoptosis no es un

fendmeno de importancia en la muerte celular tras un proceso de IR (Ohno et
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al., 1998; Kanoh et al., 1999; Knaapen et al., 2001). En esta linea, diferentes
estudios han propuesto mediante la utilizaciébn de corazones aislados de rata
reperfundidos en sistema Langendorff y cardiomiocitos aislados, que la
isquemia modifica la expresion de genes implicados en el proceso apoptético
generando un patron antiapoptotico durante el periodo de isquemia (Hofstaetter
et al.,, 2002; Garcia-Dorado et al., 2004; Garcia-Dorado et al., 2009). Mas
recientemente, se ha descrito que los genes que controlan las vias de muerte
celular dependientes de las caspasas son silenciados en las etapas tempranas
del desarrollo postnatal (Bahi et al., 2006; Sanchis et al., 2008). Estos trabajos
apoyarian la idea de que la muerte postmitética de los cardiomiocitos es un
evento independiente de las caspasas y estarian en contra de la apoptosis
como mecanismo principal de muerte celular durante la IR. Por otro lado, en
nuestro modelo experimental de IR miocardica en ratbn hemos demostrado que
el tamafo del infarto se establece durante las primeras horas de reperfusion,
resultados que contradicen la posible participacion de la muerte por apoptosis
en la expansion del infarto asociada a la prolongacion del tiempo de
reperfusion.

En este trabajo experimental, hemos utilizado un nuevo modelo de ratén
con delecion cardioespecifica para las caspasas efectoras 3 y 7 (ratones Casp
3/7), que nos ha permitido estudiar la contribucion de la apoptosis a la muerte
de los cardiomiocitos que tiene lugar durante la IR. Los resultados de nuestro
estudio han demostrado que las vias de activacion de la apoptosis en las que
intervienen las caspasas efectoras 3 y 7 no modifican el tamafio del IAM, lo que
descartaria la contribucion de la apoptosis a la muerte celular de los
cardiomiocitos durante la reperfusion y confirmaria que esta muerte se produce
principalmente por mecanismos de necrosis (Garcia-Dorado et al., 2004,
Garcia-Dorado et al., 2009). Ademas, la ausencia de diferencias en el deterioro
de la funcién ventricular y en el tamafio de la cicatriz de colageno formada en
los ratones Casp 3/7 con respecto a los WT al finalizar el periodo de 28 dias de
reperfusion, también descarta un papel relevante de la muerte por apoptosis en
la progresion del RVA en nuestro modelo.

Las razones de las discrepancias existentes sobre el papel de la
apoptosis en la patologia cardiaca son multiples y principalmente se relacionan

con las técnicas y los métodos de medida de la apoptosis. Basicamente, los
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estudios que sugieren que la apoptosis contribuye de manera relevante a la
muerte celular se han realizado utilizando homogenados de tejido total en los
que la apoptosis se cuantifica en un conglomerado celular que no distingue la
apoptosis en los cardiomiocitos de otros tipos celulares en los que si existe
actividad caspasa (Kanoh et al., 1999; Kostin and Schaper, 2001); se han
utilizado cardiomiocitos neonatales no diferenciados que todavia expresan
caspasa 3 y caspasa 7 y no reflejan la realidad del cardiomiocito adulto
diferenciado (Song et al., 2012); se han usado inhibidores inespecificos de la
apoptosis o de proteinas implicadas en las vias de activacion apoptéticas que
también actlan sobre otras proteinas como es el caso de las calpainas,
proteasas implicadas en la muerte celular por necrosis (Lee et al., 2003); hasta
la fecha no se disponia de modelos genéticos que presentaran alteraciones
cardioespecificas en la expresién de proteinas implicadas en la apoptosis, por
lo que los estudios realizados se han basado en animales modificados
genéticamente a nivel celular global (Elsasser et al., 2000); y por ultimo, el uso
de técnicas clasicas como el ensayo TUNEL para la deteccion y cuantificacion
de la apoptosis ha demostrado que ademas de apoptosis, puede ser positivo
para nucleos oncéticos o nucleos en proceso de reparacion del DNA (Ohno et
al., 1998; Kanoh et al., 1999)
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3. EFECTO DE LA OBESIDAD SOBRE EL DAN,O
MIOCARDICO POR ISQUEMIAY REPERFUSION

La cardiopatia isquémica se desarrolla como consecuencia de la
aparicion de diferentes factores de riesgo etiolégicos en coexistencia con otras
patologias. Estos factores pueden dificultar la traslacion a la practica clinica de
estrategias desarrolladas con éxito en el ambito experimental para la
prevencion y el tratamiento de la cardiopatia isquémica. Debido a que la
obesidad alcanza grado de epidemia en los paises desarrollados y a su
importancia clinica como factor de riesgo asociado al IAM, hemos estudiado si
la obesidad modifica el RVA y la funcién ventricular, usando para ello un
modelo de obesidad inducida por dieta alta en grasas (HFD). Nuestro modelo
ha desarrollado obesidad en ausencia de hiperglucemia e hipertension arterial,
y ha mostrado un aumento de la tolerancia del miocardio al dafio por IR
reflejado en una reduccion de la dilatacién ventricular, del area de fibrosis, y
una mejora en la funcién ventricular tras un periodo de reperfusion prolongado
en comparacion con los animales de peso normal. Estos datos apoyarian la
existencia de la paradoja de la obesidad y sugieren que los cambios
observados en los niveles de citoquinas y adipoquinas en los ratones obesos

podrian ser los responsables de este fenbmeno.

3.1. El ratébn BDF1 desarrolla una obesidad inducida por dieta
alta en grasas en ausencia de comorbilidades asociadas

La existencia de la paradoja de la obesidad en pacientes con IAM es
controvertida. En la literatura existen tanto estudios epidemiolégicos que
asocian la obesidad con un mejor prondstico y un menor tamafio del infarto,
como estudios en los que se observa un claro efecto negativo (Horwich et al.,
2001; Kenchaiah et al., 2002; Wilson et al., 2002; Cepeda-Valery et al., 2013).
Uno de los posibles motivos que pueden explicar estas discrepancias radica en
el hecho de que la obesidad se encuentra asociada de forma frecuente con
otras comorbilidades como hipertension, DM-2 o dislipidemia, que por Si
mismas actian como factores de riesgo cardiovascular y hacen que sea muy
complicado interpretar la contribucion aislada de la obesidad (Nguyen and Lau,

2012).
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Con el objetivo de determinar si la obesidad modifica la tolerancia del
miocardio al dafio por IR, en este estudio se ha generado un modelo de
obesidad inducida por dieta HFD en ausencia de otros factores de riesgo que
suelen encontrarse asociados en los pacientes obesos. En este modelo, los
ratones BDF1, alimentados durante seis meses con una dieta rica en grasas
que simula la dieta hipercalérica que junto con el sedentarismo son los
principales factores causantes de la obesidad en los paises desarrollados,
generan de manera progresiva una obesidad que presenta algunos de los
signos del sindrome metabdlico: hiperinsulinemia, hiperleptinemia,
hipercolesterolemia, aumento de los depdsitos de grasa visceral y resistencia a
la insulina. Sin embargo, aunque se ha descrito el raton BDF1 alimentado con
una dieta HFD como un modelo de DM-2, en nuestro estudio no desarrolla
hiperglucemia a los 6 meses de alimentacion con dieta HFD (Karasawa et al.,
2009).

La obesidad esta relacionada de forma directa con la hiperglucemia, la
resistencia a la insulina y el desarrollo de DM-2 (Winzell and Ahren, 2004;
Bugger and Abel, 2009; Collins et al.,, 2010). Nuestro modelo presenta
resistencia a la insulina en ausencia de hiperglucemia, mostrando un aumento
moderado de la glucemia hasta el quinto mes de alimentacion con dieta HFD
seguido de un descenso progresivo de los niveles de glucosa. Estos resultados
estan de acuerdo con un estudio previo en el que no se observo hiperglucemia
o empeoramiento de la tolerancia a la glucosa cuando se examiné el
metabolismo glucidico en ratones BDF1 alimentados con dieta HFD durante un
afio (Hull et al., 2005). Determinados estudios han sugerido que los lipidos
presentes en la dieta HFD serian los responsables de desarrollar y mantener la
resistencia a la insulina (Black et al., 1998; Harte et al., 1999). En nuestro
modelo, la resistencia a la insulina detectada esta relacionada con el mayor
contenido de grasa visceral y la hiperinsulinemia observada en los ratones
obesos.

Existen numerosos estudios que mantienen que la obesidad inducida por
dieta HFD se acompafia de hipertension arterial que a su vez seria la causante
del desarrollo de hipertrofia cardiaca (Kaufman et al., 1991; Mills et al., 1993;
Montani et al., 2002). Se ha postulado que el aumento en los niveles de acidos

grasos libres, leptina e insulina, son los responsables de la hipertension
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observada en la obesidad, dado que pueden actuar de forma individual y de
forma sinérgica estimulando la actividad simpatica y generando
vasoconstriccion. Ademas, la resistencia a la insulina mediante la estimulacion
del sistema nervioso simpatico y la retencion de sodio renal, puede intervenir
como amplificador de la respuesta vasoconstrictora (Montani et al., 2002). En
contraposicion, el modelo desarrollado en este estudio no presenta
hipertension arterial. Ademas, los resultados que hemos obtenido en el estudio
de la contractilidad en anillos aérticos aislados indicando la ausencia de
disfuncién endotelial, concuerdan con este estado normotenso.

En la literatura, los estudios analizando los efectos de la obesidad sobre
el miocardio son escasos y presentan evidencias tanto a favor como en contra
de su contribucidn al desarrollo de hipertrofia y disfuncion cardiaca (Thakker et
al., 2006; Wang et al., 2012). En nuestro estudio, el andlisis de la funcién
ventricular mediante técnicas ecocardiograficas mostré un aumento progresivo
de los diametros diastélicos y del septum interventricular, sin cambios
significativos en la FE y en la FA a lo largo de los seis meses de alimentacion.
Sin embargo, este aumento en los diametros ventriculares se produjo de forma
independiente al tipo de dieta recibido, con lo que se concluye que el aumento
a largo plazo en la ingesta de grasas no induce el remodelado cardiaco o la
disfuncion ventricular. Estos resultados concuerdan con el estado normotenso
de nuestros ratones observado a lo largo de todo el estudio. Ademas, se ha
propuesto que la hipertrofia cardiaca podria estar relacionada con la
hiperglucemia mediante mecanismos asociados con un aumento en la
produccion miocardica de angiotensina Il (Singh et al., 2008). De acuerdo con
esto, la ausencia de hiperglucemia en nuestro modelo podria contribuir a
explicar la falta de cambios en la funcién y morfologia cardiacas, a diferencia
de otros modelos de obesidad en los que si se produce un aumento de los
niveles de glucosa plasmatica. De forma global, nuestros datos indican que
estamos ante un modelo de obesidad inducida por dieta HFD en ausencia de
hipertension, disfuncién endotelial, hipertrofia e hiperglucemia.

Finalmente, durante el tiempo de estudio en nuestro modelo, no se
produjo un aumento de la mortalidad en los animales obesos antes de la IR con
respecto a los animales de peso normal. En conjunto, nuestros datos, de la

misma forma que se ha visto en estudios recientes (Calligaris et al., 2013;
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Donner et al., 2013), no permiten confirmar que la obesidad en ausencia de

otras comorbilidades aumente el riesgo cardiovascular.

3.2. La obesidad inducida por dieta alta en grasas disminuye el
tamano del infarto: se cumple la paradoja de la obesidad

Existe una gran controversia sobre el efecto que ejerce la obesidad en el
miocardio isquémico humano. Se ha demostrado una relacién directa entre la
obesidad y la cardiopatia isquémica tras un IAM (Kenchaiah et al., 2002; Wilson
et al., 2002). Sin embargo, en la literatura también existen estudios que apoyan
el efecto beneficioso de la obesidad sobre el miocardio infartado (Horwich et
al., 2001; Lavie et al., 2003; Fonarow et al., 2007; Arena et al., 2009; Bucholz et
al.,, 2012). Estas discrepancias hacen que por el momento, no se tengan
evidencias clinicas solidas de que la obesidad modifique la tolerancia del
miocardio al dafio por IR.

Los intentos de dar una respuesta al papel de la obesidad sobre el
miocardio mediante el uso de modelos experimentales han dado resultados
contradictorios. En la gran mayoria de estos estudios se ha observado que los
ratones obesos, con dislipemia y resistencia a la insulina son mas propensos a
los efectos del dafio por IR (Thakker et al., 2006; Thakker et al., 2008; Clark et
al.,, 2010; Liu and Lloyd, 2013). En estos estudios los animales obesos
presentan un mayor tamafo del infarto, un mayor deterioro de la funcion
ventricular tras la reperfusién, una mayor respuesta inflamatoria, un aumento
del RVA y un aumento de la masa ventricular izquierda. El analisis de los
efectos a corto plazo de la dieta usando modelos de rata con obesidad inducida
por dieta suplementada con sucrosa y leche condensada, mostré6 una peor
recuperacion funcional postisquemia a pesar de un menor tamafio del infarto en
comparacion con los controles. Todos estos estudios analizan el dafio agudo
por IR utilizando protocolos de IR agudos (con tiempos cortos de reperfusion) y
tienen en comdn el uso de modelos experimentales que se alejan
fisiol6gicamente de lo que ocurre en los humanos, como por ejemplo el sistema
Langendorff, los cultivos celulares o los protocolos de isquemia miocardica
permanente. Se ha observado que la prolongacién del periodo de reperfusion
favorece el remodelado ventricular y el fallo cardiaco tras un IAM, aumentando
la fibrosis intersticial del miocardio no infartado en un modelo de DM-2 inducido
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por dieta HFD (Matsushima et al., 2009). Por el contrario, en nuestro estudio
hemos analizado los efectos de la obesidad en ausencia de hiperglucemia e
hipertension y con resistencia a la insulina, en la funcién ventricular y el RVA
usando un modelo in vivo de ratdbn sometido a una oclusidbn coronaria
transitoria seguida de un tiempo prolongado de reperfusién. Los resultados
obtenidos, paraddjicamente mostraron una mejor funcién ventricular tras el
IAM, un menor RVA, reflejado en una menor cantidad de colageno como se ha
visto mediante la tincion PSR, y una disminucién del tamafo del infarto, datos
gue confirmarian la existencia del fenbmeno de la paradoja de la obesidad. En
la literatura, existe un unico estudio que ha analizado los efectos de la obesidad
en el RVA tras un periodo corto de reperfusion (siete dias) sin la presencia de
datos ecocardiograficos morfolégicos y funcionales. Este estudio determina que
la obesidad empeora el RVA basandose en una reduccién de la deposicion de
coldgeno en la cicatriz del infarto, y en un aumento del volumen telediastolico
medido mediante andlisis histolégico cuantitativo (Thakker et al., 2006).

En concordancia con nuestros datos, existen dos estudios recientes en
animales con obesidad inducida por dieta que apoyarian los resultados a favor
de la paradoja de la obesidad (Huisamen et al., 2012; Donner et al., 2013). Sin
embargo, se debe tener en consideracion que estos trabajos utilizan dietas
ricas en carbohidratos que no reflejan la composicion de las dietas occidentales
ricas en grasas Yy difieren en los efectos adversos que pudieran tener las grasas
sobre el miocardio. Ademas, en estos estudios positivos los animales no
desarrollaron resistencia a la insulina, mecanismo que se ha sugerido como
determinante en la fisiopatologia cardiaca en obesidad.

Se ha propuesto mediante el uso de un modelo de rata con obesidad
inducida por dieta rica en carbohidratos que la resistencia a la insulina derivada
de la obesidad podria ser el principal desencadenante del aumento de la
susceptibilidad del miocardio al dafio por IR, y que la obesidad por si misma
podria tener el efecto contrario en ratas insensibles a la insulina mediante la
activacion de la via de sefalizacion RISK-NO (Wensley et al., 2013). Sin
embargo, mientras que nuestro estudio apoya la existencia de la paradoja de la
obesidad en ratones con obesidad inducida por dieta, los efectos
cardioprotectores han sido observados en un modelo que combina obesidad y

resistencia a la insulina. A pesar de que la resistencia a la insulina se ha visto
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gue puede causar disfuncién endotelial y por lo tanto, influenciar negativamente
en la susceptibilidad del miocardio al dafio por IR, un estudio reciente ha
demostrado mediante el uso de un modelo de raton con disfuncion de los
receptores de insulina (Endothelial Specific Mutant Insulin Receptor Over-
expressing, ESMIRO), que la resistencia a la insulina en el endotelio vascular

podria proteger frente al dafio por reperfusion (Sharma et al., 2014).

3.3. Posibles mecanismos cardioprotectores en la obesidad

En estudios previos se ha establecido que el tejido adiposo y los
macrofagos infiltrados residentes funcionan, no solo como un almacén de
lipidos, sino también como un organo endocrino activo y parte del sistema
inmune secretando hormonas y péptidos proinflamatorios (Olefsky and Glass,
2010). Las citoquinas circulantes liberadas por los adipocitos pueden ejercer su
efecto en multiples 6rganos, incluyendo el corazén.

Dentro del tejido adiposo, la grasa visceral esta asociada con la
produccion de TNF-a, IL-6, PCR, resistina y leptina. En el escenario de la
obesidad, la regulacién en la sintesis y secrecidon de estas sustancias se ve
modificada produciéndose un aumento en los niveles plasmaticos de citoquinas
como TNF-q, IL-6 o MCP-1, de adipoquinas como la resistina o la leptina, y un
descenso en los niveles de adiponectina (Vendrell et al., 2004). También en el
contexto de la obesidad se produce un aumento en la secrecion de insulina,
que como consecuencia de diversos factores tales como la lipotoxicidad,
desencadena la resistencia a la insulina. En nuestro modelo de raton obeso, al
igual que se ha descrito anteriormente, tras seis meses de alimentacion con
dieta HFD se confirma un aumento significativo de los niveles plasmaticos de
TNF-aq, IL-6, leptina y resistina, que no han sufrido modificaciones significativas
tras el protocolo de IR, y el desarrollo de hiperinsulinemia relacionada con la
resistencia a la insulina. Ademas, la resistencia a la insulina observada en
nuestro modelo descarta este factor como determinante en la respuesta a la IR
tal y como se ha propuesto recientemente (Donner et al., 2013). De acuerdo
con nuestros datos podemos sugerir que los cambios en la produccion de
citoquinas y adipoquinas observados en los ratones HFD antes de la isquemia,
podrian activar mecanismos enddgenos de cardioproteccion que serian los

responsables del aumento de la tolerancia del miocardio al dafio por IR.
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Tras un IAM, se produce una respuesta inflamatoria y un aumento en la
sintesis de citoquinas que se suma al proceso inflamatorio leve que desarrolla
la obesidad. ElI grado de la respuesta inflamatoria estd directamente
relacionado con la reparacion del tejido cardiaco dafiado y el RVA. Las
consecuencias de los efectos de las citoquinas inflamatorias pueden ser
positivas, lo que favorece la recuperacion de la funcién ventricular si el infarto
es leve y de corta duracion, o negativas, dando lugar a la rotura cardiaca aguda
o la dilatacion ventricular crénica que causaran la insuficiencia cardiaca (Nian
et al., 2004). Tras un periodo de isquemia de 45 minutos seguido de 28 dias de
reperfusion, nuestros ratones obesos han mantenido niveles elevados de TNF-
a, leptina y resistina, incluso aumentando con respecto a las medidas
observadas tras el periodo de seis meses de alimentacion con dieta HFD. Esto
probablemente sea debido a un efecto aditivo de la union del proceso
inflamatorio como consecuencia del IAM con la inflamacion crénica
desencadenada por la obesidad.

Determinados estudios relacionan las alteraciones en los niveles de
citoquinas, adipoquinas e insulina con efectos beneficiosos en el miocardio tras
un periodo de isquemia transitoria (Berg and Scherer, 2005). Estas alteraciones
podrian formar parte de los mecanismos implicados en el desarrollo de la
paradoja de la obesidad. En el caso del TNF-a y la IL-6 se ha demostrado que
el aumento en sus niveles asociado con la obesidad incrementa el riesgo de
IAM en hombres (Ridker et al., 2000). También se ha descrito que el aumento
sostenido y prolongado en la expresion de estas citoquinas en ratones obesos
se correlaciona con el RVA (Thakker et al., 2006). Por el contrario, aunque en
nuestro trabajo el aumento en los niveles plasmaticos de TNF-a e IL-6 confirma
un estado proinflamatorio en ratones obesos antes del episodio isquémico, esto
podria estar relacionado con un menor RVA tras el IAM.

Diversos estudios han propuesto que el TNF-a podria tener un efecto
dual, es decir, disminuye el tamafio del infarto tras la IR a bajas
concentraciones, mientras que ejerce efectos adversos sobre el miocardio a
concentraciones mas elevadas (Smart et al., 2006; Schulz and Heusch, 2009;
Lacerda et al., 2012). Mediante el uso de un modelo de raton deficiente para
TNF-a, se ha sugerido un efecto cardioprotector del TNF-a en obesidad

inducida por dieta que podria estar relacionado con la activacion de la via de
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sefalizacion SAFE (Lecour, 2009; Lacerda et al., 2012). Ademas, existe una
fuerte correlacion entre los niveles plasmaticos de leptina y TNF-a que ha dado
pie a proponer que el TNF-a podria influenciar la actividad de la leptina
mediante la regulacion de la expresion de su receptor (Gan et al., 2012).

En obesidad se produce un marcado aumento en los niveles plasmaticos
de leptina que se cree gque contribuye a la resistencia a la insulina (Ren, 2004).
Aunque algunos trabajos sugieren que la leptina favorece la hipertrofia e
interviene en el dafio por reperfusion, existen evidencias de que la leptina
puede intervenir en la cardioproteccion mediante la activacién de las vias de
sefalizacion RISK y STAT, y a través de la inhibicion del mPTP (Rajapurohitam
et al., 2003; Ren, 2004; Smith et al., 2006; Ren et al., 2010; Smith et al., 2010;
Smith and Yellon, 2011). Estos efectos beneficiosos de la leptina han llevado a
sugerir que podria contribuir a explicar la paradoja de la obesidad observada en
pacientes (Karmazyn et al., 2008), y por tanto nuestros resultados.

Por el contrario, los niveles altos de resistina que se han obtenido en
nuestro modelo y que en la literatura han sido asociados con un aumento del
riesgo cardiovascular, la disfuncién endotelial y mayores efectos adversos tras
un IAM, no parecen influir de forma negativa en la cardioproteccion
desarrollada en nuestros ratones obesos, y por lo tanto, es posible que la
resistina no forme parte de los mecanismos moleculares causantes del efecto
paraddjico de la obesidad (Mattu and Randeva, 2013).

Para el caso de la adiponectina, los bajos niveles plasméaticos de esta
adipoquina que se detectan en obesidad se han relacionado con patologias
cardiacas como la enfermedad coronaria, la hipertension o el IAM (Pischon et
al., 2004). Sin embargo, la adiponectina también ha demostrado limitar el
tamafio del infarto mediante la via AMPK y actuar frente al RVA a través del
aumento en la supervivencia del miocardio y la disminucion en la fibrosis
cardiaca (Shibata et al., 2007; Gonon et al., 2008; Debinski et al., 2011). En la
literatura, se ha descrito que la insulina es capaz de inhibir la secrecion de
adiponectina y que existe una relacion inversa entre los niveles circulantes de
insulina y adiponectina (Ng et al., 2012). En nuestros ratones este efecto no se
observa ya que presentan niveles normales de adiponectina cuando lo descrito
en obesidad, y mediado en parte por la insulina, es que se produzca una

disminucién en los niveles plasmaticos de esta adipoquina. La preservacion de
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los niveles plasmaticos de adiponectina en nuestro modelo podria ser otro de
los factores responsables del menor RVA y la menor fibrosis que este presenta.

Los ratones HFD muestran un aumento significativo en los niveles
plasmaticos de insulina antes de la isquemia. Existen evidencias solidas de que
la insulina puede modular el dafio por IR (Ji et al., 2010; Wong et al., 2011). Asi
mismo, diferentes estudios experimentales y clinicos han demostrado la
eficacia de la administracion de insulina junto con glucosa y potasio (terapia
GIK, glucosa-insulina-potasio) (Sodi-Pallares et al., 1962; Sack and Yellon,
2003; Ng et al., 2012). Ademas, se ha mostrado que la insulina y no la glucosa
ni el potasio, puede activar la via de sefalizaciéon PI3K/Akt/eNOS potenciando
la produccion de oOxido nitrico (NO) y favoreciendo la cardioproteccion
(Jonassen et al., 2001; Yu et al., 2011; Ng et al., 2012). Se ha descrito también
gue la insulina disminuye la necrosis de los cardiomiocitos causada por el
estrés mecanico mediante la activacion de la via PI3K/Akt y la reduccion en la
sintesis de RLO, ambos efectos minimizados cuando los niveles de glucosa
son elevados (Teshima et al.,, 2010). Por lo tanto, podriamos sugerir que
nuestros niveles elevados de insulina plasmatica en los ratones HFD previos al
proceso de isquemia, podrian haber precondicionado el miocardio aumentando
su tolerancia frente al dafio por IR.

Tomando nuestros datos en conjunto, las evidencias experimentales
sugieren que la alteracion en los niveles de citoquinas y adipoquinas
observados en los ratones HFD podrian ser responsables de los efectos
cardioprotectores observados. Los trabajos futuros se centrarian en la
identificacion de forma mas directa del factor especifico y los mecanismos

moleculares que podrian contribuir a la cardioproteccion observada.
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Resumen de Resultados

RESUMEN DE RESULTADOS

1) Desarrollo de un modelo murino in vivo de isquemia y reperfusion

miocardica

1.1)

1.2)

1.3)

1.4)

1.5)

1.6)

1.7)

El isofluorano fue el agente anestésico escogido en el modelo murino
gracias a su rapido efecto inductor, asi como a la pronta reversion de la
anestesia que ejerce.

La realizacion de la oclusion transitoria de ADA mediante un nudo doble
y un tubo PE-50 interpuesto entre la coronaria y el hilo de sutura permitié
una adecuada reperfusion.

La elevacion del segmento ST en el ECG junto con la palidez y la
hipoquinesia de la region isquémica permitié verificar el éxito de la
oclusion.

La obtencién de valores similares de AR para todos los protocolos de IR
constata la reproducibilidad de la técnica de oclusion.

La mortalidad por IAM en ratén se situé en torno al 15%, estando este
porcentaje por debajo de la mortalidad descrita por otros autores.

Las técnicas ecocardiograficas nos permitieron valorar a partir de las 24
horas de reperfusion con seguridad y una alta reproducibilidad cambios
en la funcion y morfologia ventricular.

No existen diferencias significativas en el tamafo del infarto medido a
las 2 horas, las 24 horas, los 7 dias y los 28 dias de reperfusion,
demostrandose que la muerte por IR se produce de manera aguda

durante las primeras horas de reperfusion.

2) Determinacién de la contribucion de la muerte por apoptosis al dafio

por isquemia y reperfusion

2.1)

2.2)

No se produjeron diferencias significativas en la mortalidad entre los
protocolos de 24 horas y 28 dias de reperfusion, ni entre los animales
control y Casp3/7.

La ausencia de las caspasas 3 y 7 en cardiomiocitos adultos no provoca

alteraciones morfoldgicas ni funcionales en el miocardio.
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2.3)

La deplecion de las caspasas 3 y 7 no modifica de manera significativa
el tamafio del infarto cuantificado tras 24 horas o 28 dias de reperfusiéon

con respecto a los animales control.

3) Efecto de la obesidad sobre el dafio miocéardico por isquemia y

reperfusion.

3.1)

3.2)

3.3)

3.4)

3.5)

3.6)
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Los ratones BDF1 desarrollan obesidad inducida por dieta alta en grasas
en ausencia de hipertensién arterial, disfuncién endotelial y presentando
algunos de los signos del sindrome metabdlico de forma progresiva:
hiperinsulinemia, hiperleptinemia, hipercolesterolemia, aumento de los
depdsitos de grasa visceral y resistencia a la insulina.

En nuestro modelo de ratén obeso tras seis meses de alimentacion con
dieta alta en grasas se observo un aumento de los niveles plasmaticos
de TNF-a, leptina, resistina, e insulina y una ausencia de cambios
significativos en los niveles plasmaticos de MCP-1, IL-6 y adiponectina.
La dieta alta en grasas no provoca alteraciones en la morfologia ni en la
funcion ventricular en ratones obesos.

No se produjeron diferencias significativas en la mortalidad tras la IR
entre los ratones obesos y los ratones alimentados con dieta estandar.

El estudio ecocardiografico mostré6 que los ratones obesos presentan
menor disfuncién ventricular tras un episodio de IR en comparacion con
los ratones de peso normal.

Los ratones obesos presentan un menor RVA con disminucion del area

de infarto tras la IR.



Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

CONCLUSIONES

A partir de estos resultados, se concluye que:

El modelo experimental desarrollado de isquemia y reperfusion
miocéardica in vivo en ratones permite simular la fisiopatologia del
infarto agudo de miocardio con una elevada reproducibilidad y una

baja mortalidad.

En nuestro modelo de isquemia y reperfusion miocardica in vivo
murino se confirma que el tamafio del infarto queda definido durante
las primeras horas de reperfusion y no se modifica de manera

significativa durante el mes siguiente.

Las vias de activacion de la apoptosis en las que intervienen las
caspasas efectoras 3 y 7 no contribuyen de manera apreciable a la
muerte celular de los cardiomiocitos durante la reperfusion, siendo

esta muerte principalmente por mecanismos de necrosis.

El raton BDF1 desarrolla obesidad inducida por dieta alta en grasas en
ausencia de hipertension arterial y sin alteraciones en la morfologia y

la funcién del corazén.

Los ratones con obesidad inducida por dieta alta en grasas presentan
tras un infarto agudo de miocardio una mejor funcion ventricular, un
menor remodelado ventricular adverso reflejado en una menor
cantidad de colageno depositado en la zona de cicatriz y una
disminucién del area infartada. Estas observaciones apoyan
fuertemente la existencia de lo que se ha denominado como la
paradoja de la obesidad, la cual podria estar asociada a las
propiedades cardioprotectoras relacionadas con la insulina y la
sobreproduccién de determinadas citoquinas y adipoquinas, junto con

la preservacion de los niveles de adiponectina.
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En resumen, los resultados presentados describen un modelo
murino de oclusién coronaria transitoria con una elevada reproducibilidad
y fiabilidad, y demuestran mediante el uso de este modelo, que la
apoptosis no desempefia un papel relevante en el infarto agudo de
miocardio ni en el remodelado postinfarto, y que por el contrario, la
presencia de obesidad, una comorbilidad frecuente en pacientes con
infarto, si que modula las consecuencias de la oclusiébn coronaria

disminuyéndolas de forma paraddjica.
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APENDICE

Instrumental utilizado durante el proceso quirdrgico

Instrumental

Especificaciones

Finalidad

Referencia®

Tijeras de diseccion.

Pinza diseccion.
Porta-agujas.

Retractor.

Retractor de
alambre.

Pinza microcirugia.

Pinza microcirugia.

Pinza diseccion.

Pinza mosquito.

Tijeras tipo cinta.

Pinza hemostatica.

Pinza hemostatica.

Tijeras microcirugia.

Pinza Dumont 5-45.

Punta roma, tipo 15,5
cm tamafio 6 1/8”.

Rectas, 12 cm, 1x2
dientes.
Con cerradura, recto,
11,5cm.
3x3 dientes, 3 cm,

maxima apertura 1,8
cm.

Sin dientes, maxima
apertura 1,5 cm.

Curva, dentada, 10 cm.

Curva, 11,5 cm.

Recta, dentada, 10 cm.

Recta, dentada, con
cerradura, 13 cm.
Punta afilada, rectas,

anillos extragrandes, 10
cm.

Curva, dentada, 10 cm.

Curva, dentada, 12,5
cm.

Punta afilada, recta, 8
cm.

Punta angulada 45°, 11
cm.

Todos los procesos de
diseccion.

Todos los procesos de
diseccion.

Ligadura de la arteria
coronaria y suturas.

Separacion de costillas,
facilitar acceso al
corazon.

Separacion de piel y
tejido muscular.

Ligadura de la arteria
coronaria. Canulacion
de la arteria carétida y
de la vena yugular.
Traqueotomia.

Ligadura de la arteria
coronaria. Canulacion
de la arteria carétida y
de la vena yugular.
Traqueotomia.

Ligadura de la arteria
coronaria.

Canulacion de la arteria
cardtida y de la vena
yugular.

Traqueotomia.

Canulacién de la arteria
cardtida y de la vena
yugular.

Canulacién de la arteria
cardtida y de la vena
yugular.

Canulacién de la arteria
cardtida y de la vena
yugular.

Introduccion de la

canula en la arteria
cardtida y la vena
yugular.

Martin, 11-365-15

Medicon, 06.21.12

Medicon, 10.12.11

F.S.T., 17003-03

F.S.T., 17000-03

Medicon, 07.55.20

Medicon, 07.60.07

Medicon, 07.55.10

Elcon, 151-113

Medicon, 02.50.22

Dimeda, 12.211.10

Dimeda, 12.221.12

F.S.T., 15000-08

F.S.T., 11253-25

# Casa comercial y nimero de referencia






